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INTRODUCTION 


ALORS que de nombreuses réunions scientifiques ont déja été consacrées aux 
acides desoxyribonucleiques, il pourrait a priori paraitre peu indiqué d’organiser 
encore un colloque de plus a leur sujet. Mais les questions relatives aux désoxy- 
ribonucleoproteines ¢voluent et progressent si rapidement qu’il ne semble pas 
inutile de faire frequemment le point a la fois des progrés réalisés et des possi- 
biliteés qui continuent a apparaitre brillantes. 

D’autre part, nous avons pensé qu’il serait intéressant non seulement de con- 
fronter les acquisitions récentes d’une discipline déterminée mais aussi de confronter 
les résultats obtenus et les perspectives envisagées dans d'autres disciplines. Il 
nous parait en effet précieux pour chacun de prendre un contact plus direct avec 
d’autres idees et avec des résultats fournis par des méthodes différentes, de les 
discuter ensemble en vue de s’aider, de dégager des hypothéses et des suggestions 
pour de nouvelles recherches; on sait que malgré de nombreux progrés, beaucoup 
de problemes relatifs aux acides désoxyribonucléiques ne sont pas encore résolus 
ou ne le sont que partiellement et, 4 chaque pas en avant, de nouvelles questions 
se posent. C'est pourquoi nous avons réuni a Liége des chercheurs qui ont tous 
pour objectif commun d’étudier les acides désoxyribonucléiques mais qui l’envisa- 
gent sous des points de vue différents: physique, physico-chimie, biochimie, cyto- 
logie et cytochimie, physiologie, microbiologie, histopathologie et génétique. 

Le present colloque a en outre été organisé dans le cadre des activités des Socié- 
tés Frangaise et Belge d’Histochimie. Bien entendu, il n’a pas la prétention d’étre 
complet ni d’épuiser cette matiére si vaste; beaucoup d’autres chercheurs qui ont 
aussi obtenu des résultats intéressants auraient pu y prendre part mais, pour lui 
conserver le caractere de colloque, nous avons évidemment dai limiter le nombre des 
participants. 

C’est pour moi un agréable devoir de remercier sincérement les chercheurs émi- 
nents qui, venus de divers pays (France, Grande-Bretagne, Suéde, Etats-Unis 
d’Amerique) ou de différentes villes belges, nous ont exposé les derniers résultats de 
leurs importants travaux, ainsi que tous ceux qui ont participé 4 ce colloque. Je 
tiens aussi a souligner l’atmosphére de cordialité et de travail de nos séances, 
lobjectivite et Pinterét des discussions. 

Je remercie aussi trés vivement la Commission Administrative du Patrimoine de 
Université de Li¢ge et son Président, Monsieur le Recteur Dubuisson, pour 
l’importante aide financiére et morale qu’ils ont bien voulu nous accorder. Ma vive 
gratitude va également aux Autorités de l’Accord culture! franco-belge pour les 
subsides qu’elles nous ont généreusement alloués. 

Pergamon Press de Londres, qui a accepté d’imprimer les rapports et les discus- 
sions, a droit également 4 mes remerciements. 
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M. CHEVREMONT 


Enfin, je suis heureux d’exprimer ici ma reconnaissance personnelle 4 tous mes 
collaborateurs scientifiques et techniques pour l'aide dévouée et précieuse qu’ils ont 
apportee dans la preparation et l’organisation du Colloque ainsi que dans la 
publication des rapports et des discussions. 


M. CHEVREMONT 
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ACQUISITIONS RECENTES DANS LA PHYSICO-CHIMIE 
DES ACIDES DESOXYRIBONUCLEIQUES 


E. Frepericg, A. OTH et V. DESREUX 


Laboratoire de Chimie physique, Université de Liege 


Abstract—A survey of major recent developments in the physical chemistry of deoxy- 
ribonucleic acids is given. The determinations of chemical composition have confirmed 
the classical correlations between the bases ratios. The fractionation shows a 
variation in the composition of a given DNA. Analysis of nucleotide sequences 
is now undertaken. First results reveal irregular distributions. Structural studies 
point out the possible importance of bonds other than hydrogen bonds: chelation by 
divalent cations, Van der Waals forces, etc. 

The determination of molecular weights and configurations is discussed. The 
influence of denaturation in the measurements at low concentrations is stressed. 
It is concluded that native DNA is a molecule with low flexibility and a molecular 
weight in the neighbourhood of 8,000,000. 

Analysis of homogeneity seems to show more heterogeneity in configurations than 
in sizes. This emphasizes the great importance of considering the occurrence of 
partly denatured states in fractionation procedures, particularly chromatography. 

Deoxyribonucleoproteins (DNP), as they are now prepared, are probably very 
close to their native state. The nucleohistones are constituted by one molecule of 
DNA, surrounded by an a-polypeptidic chain of histone more or less loosely 
bound. Small quantities of other proteins and lipids are perhaps present and the 
original DNP may be part of a complex structure in the cell. The conditions of 
extraction and fractionation are discussed. Nucleoprotamins have a more regular 
structure and tighter bonding between protein and DNA. 

The isolation and purification of several types of deoxyribonucleases II are 
reviewed. Differences in the mechanisms of action, the specificities and the metal- 
activation of DNases I, II and III are evidenced. Finally the importance of the 
enzymatic synthesis of DNA for the study of its duplication is stressed. 


Si les biologistes ne peuvent exiger que leurs confréres, chimistes et physiciens, leur 
fournissent le modéle complet et détaillé d’une molécule aussi gigantesque que celle 
de l’acide désoxyribonucléique (ADN), ils sont en droit de demander par contre, 
qu’on leur apporte une réponse a une série de problémes beaucoup plus simples: 
composition chimique et différenciation des ADN de divers tissus et espéces 
animales, forme et dimensions moléculaires, voies de synthése ou de dégradation, 
etc. 

Au fur et 4 mesure de l’accumulation des données expérimentales, il semble 
qu’aucune réponse a ces questions n’ait pu se dégager clairement. En fait, certaines 
notions, telles que celle de la masse moléculaire, sont beaucoup plus douteuses 
aujourd’hui qu’elles ne Je paraissaient il y a quelques années. Ceci ne signifie pas 
que nous nous éloignons du but, mais simplement que nous devons revoir nombre 
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des hypothéses, parfois trop simples, émises a l’origine et nous faire une conception 
plus neuve et plus subtile de ces molécules aux propriétés déroutantes. 

Nous ne voulons pas ajouter ici une revue de plus A toutes celles qui, mieux 
que nous ne pourrions le faire, ont traité ce vaste sujet au cours des derniéres 
années (CHARGAFF, 1955; Crook, 1957; SHoorer, 1957; MCELRoy et GLAss, 
1957; SADRON et Pouyet, 1959; Onziéme Conseil de Chimie Solvay, 1959). Nous 
voulons simplement essayer de dégager, 4 la lueur des données expérimentales 
récentes, ce qu’il faut abandonner de nos anciens concepts et les tendances nouvelles 
des hypothéses qui vont leur succéder. 


Composition chimique 

L’analyse chimique des bases puriques et pyrimidiques faite sur de nombreux 
echantillons d ADN d’origines trés diverses a confirmé les corrélations devenues 
classiques entre les proportions molaires de ces bases. On a presque toujours 
(A pour adenine, T pour thymine, G pour guanine et C pour cytosine): 


\ TetG (1) 
A+G C+T (2) 
A+C=G+T (3) 


La relation (2) exprime |’égalité entre la somme des purines et celle des pyrimi- 
dines. La relation (3) montre que le nombre de groupes 6-amino est égal au nombre 
de 6-hydroxy, ainsi que le postule le couplage des bases de la structure CRICK et 
WATSON (CHARGAFF, 1955). Ces corrélations sont maintenues pour des rapports 
A/G variant de 2,5 4 0,5. Ces derniers rapports sont caractéristiques des différentes 
especes vivantes et parmi celles-ci, les micro-organismes présentent les plus grandes 
variations; A/G varie de 2,5 
spora coerula (CHARGAFF, 1955) tandis que chez les animaux supérieurs le rapport 
varie beaucoup moins et se situe aux environs de 1,4 + 0,2. Notons en passant 
que pour ARN existe aussi l’identité (U pour uracile): 

A+C=G+U 

I] est intéressant de faire remarquer avec BELOZERSKY (1959) que si la composi- 
tion en bases puriques et pyrimidiques des ARN extraits de bactéries ne varie 
qu’entre des limites assez étroites, il semble cependant exister une relation entre 
les valeurs des rapports ((G + C)(A + T)) de TADN et ((G + C)(A + U)) 
de TARN; 4 un ADN d'une bactérie riche en guanine et cytosine correspond un 
ARN riche en les mémes bases 

On admet actuellement qu’au sein d'un organisme vivant supérieur, on doit 
avoir une distribution du rapport A/G autour de la composition moyenne carac- 
téristique de l’espéce. A ce sujet, l'étude du fractionnement de |] ADN du point de 
vue composition en bases est donc trés importante. Il y a encore peu de données 
experimentales (CRAMPTON ef a/., 1954; LipsHiTz et CHARGAFF, 1956; BUTLER, 
1959) mais il est certain que cette voie permettra d’obtenir des renseignements de 


pour Clostridium perfringens a 0.4 pour Micromono- 


plus en plus précis sur la relation éventuelle entre les caractéres héréditaires et 
la composition en bases. L’analyse des séquences suivant lesquelles les bases sont 
disposées représente un travail énorme qui a été a peine entame. L’étude de l’acide 
apurinique révele l’existence de portions de chaines entiérement substituées par 
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de la thymine; SHUGAR a isolé jusqu’a des pentanucléotides de thymine (ADAMIEC et 
SHUGAR, 1959). Les premiers résultats indiquent donc que des séquences contenant 
plusieurs purines ou pyrimidines seraient plus fréquentes qu'une alternance 
réguliére Pu-Py (SHAPIRO et CHARGAFF, 1957). 


Structure 

La structure en double hélice de Crick et Watson, formée de deux chaines 
polynucléotidiques complémentaires maintenues par des liaisons hydrogéne, 
permet d’expliquer raisonnablement l'ensemble des principaux résultats expéri- 
mentaux. Cependant, certains a l’heure actuelle, mettent en doute l’intervention 


unique de liaisons hydrogéne pour la stabilisation de |’édifice moléculaire. En 
particulier, l’étude de la dénaturation thermique (STURTEVANT ef al., 1958) ou 
acide de l'ADN, indique qu’une petite partie seulement de ces liaisons entre paires 
de bases est nécessaire. I] ne faut pas perdre de vue que d’autres types de liaisons 


pourraient jouer un rdle important: interactions de van der Waals, intervention de 


cations bivalents, etc. Des travaux récents montrent que les cations alcalino- 


terreux sont fortement liés par les acides nucléiques (WIBERG et NEUMANN, 1957; 


ZuBay et Dory, 1958); ils influencent certainement la stabilité et l'état d’agrégation 


de ces molecules. Rappelons aussi que RICH a montré que les ions Mn?* et Mg? 


accelerent considerablement Ja formation de la double hélice 4 partir de chaines 
isolees de polyribonucleotides (FELSENFELD et Ricu, 1957). 
La generalisation de la double hélice comme structure universelle de !ADN 


semble avoir ete un peu prématurée car récemment, SINSHEIMER (1959) a isolé 


a partir d'un bactériophage (¢ 174) un ADN qui serait constitué d’une chaine 


simple avec toutes les caractéristiques physico-chimiques d’un polyélectrolyte 


flexible. Sa composition chimique ne vérifie plus les relations générales A = T et 


G = Cet son poids moléculaire serait de l’ordre de 1.6 « 10°. Quant aux études 


de rayons X, les plus récentes ont porté principalement sur les nucléoprotéines dont 


nous parlerons plus loin. 


Poids moléculaire et dimensions de lA DN 
Les methodes classiques de détermination de la masse moléculaire de hauts 


polymeéres sont applicables 4 1 ADN. Cependant, du fait des grandes dimensions 


et de lincertitude quant au degré de flexibilité de cette particule, les résultats 


obtenus par les methodes de diffusion lumineuse, ultracentrifugation et viscosité 


doivent étre interprétés avec circonspection (SADRON, 1959; BUTLER et a/., 1959) 


Il y a quelques annees en effet, a partir de la méthode de diffusion moléculaire 
de la lumiére, Doty et Rice (1957) avaient propose un poids moléculaire de l’ordre 
de 6 a7 10° pour natif. Depuis lors, en examinant d’une maniére plus 
critique les possibilites et les limites d’utilisation de cette methode dans le cas de 


dimensions moleéculaires qui sont grandes par rapport a la longueur d’onde de la 


lumiére, On a constaté que l’extrapolation des mesures expérimentales était peu 


justifiable et qu’en fait on ne pouvait déterminer que le rapport masse moléculaire 
longueur qui serait pour !ADN de 200-250/A. Cette derniére valeur est en bon 
accord avec la valeur théorique calculee d’apres le modele de Crick et WATSON, 
qui est de 204/A (SapRON, 1959). 
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D’autre part, si on veut combiner les mesures de vitesse de sédimentation et de 
viscosité, on est conduit a utiliser arbitrairement des modéles, batonnet ou pelote 
gaussienne, d’aprés lesquels les valeurs de poids moléculaire varient du simple au 
double: 6 = 10° (batonnet) 12 x 10* (pelote). Pour trancher entre ces possibilités, 
il faut établir avec certitude la configuration exacte de l' ADN en solution. Or la 
mesure qui est la plus sensible a cet effet est la viscosité. Les résultats experimentaux 
assez nombreux indiquent 4 premiére vue une absence totale de corrélation entre 
masse moléculaire et viscosité (SADRON et Pouyer, 1959: SADRON. 1959). En fait, 
de nombreux facteurs tels que le mode de preparation, l’histoire de |’échantillon, 
la force ionique, la concentration, le pH, etc.., peuvent influencer la stabilité de la 
molecule et fausser I’interprétation des résultats. Nous allons examiner ce change- 
ment de structure auquel on a donné le nom de dénaturation. 


Dénaturation de l’A DN en solution diluée 

La stabilité de la double hélice de Crick et WATSON est assuree par l’existence 
d‘un grand nombre de liaisons hydrogene entre les bases puriques et pyrimidiques 
des deux chaines. De nombreuses experiences demontrent que cette structure doit 
S‘alterer profondément sous I’action d’agents chimiques capables de rompre ces 
liaisons, par action thermique, ou simplement par des variations relativement 
faibles dans la composition du milieu. force ionique, pH, concentration en ADN, 
constante diclectrique, bref tous les facteurs qui influencent le comportement des 
polyelectrolytes en solution (Tuomas, 1954: CavaLiert et al.. 1956: CAVALIERI et 
ROSENBERG, 1957; Cox et Peacocke, 1957a: EHRLICH et Dory. 1958; Orn, 1959a; 
DUGGAN ef al., 1957; SHack, 1958) 

La denaturation par diminution de concentration en ADN est rendue manifeste 
par l'augmentation du coefficient d’extinction 4 260 mu. que l'on observe sur des 
solutions d’ADN a 0,00001 g/ml, augmentation qui resulterait de la destruction 
des liaisons hydrogéne de la double hélice. L’effet est d’autant plus fort que la 
force 1onique est plus faible. On doit donc s’attendre a ce que cette disparition de 
ja rigidite de la structure aux faibles concentrations et forces loniques se marque 
dans les mesures de viscosité. En effet, |’allure des courbes de viscosité réduite en 
fonction de la concentration en ADN aux faibles forces loniques semble bien 
indiquer qu'il y a une concentration en ADN a partir de laquelle une importante 
modification structurale s'est produite (OTH. 1959b) 

D‘autre part, par abaissement progressif du pH, on observe une chute importante 
de la viscosité qui se produit pour des pH d’autant plus prés de 7 que la solution 
est plus diluee en ADN et que la force ionique est faible. Les mesures de sedimen- 
tation d°A. Oru (1959a) révélent, dans certains cas (force ionique 0,005 a 0.0005) 
| apparition de deux composants distincts qui representeraient les deux formes 
d'ADN, native et dénaturée. On observe ¢galement que le pH pour lequel il y a 
50°, de chaque forme est d’autant plus prés de 7 que la force ionique est basse 
et que la concentration en ADN est faible. 


Remarquons que ces phénoménes de dénaturation ne sont que partiellement 


reversibles, c'est a dire que J’on ne parvient jamais a retrouver les propriétés 
physicochimiques des solutions de depart, en restaurant les conditions initiales. 
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La réversibilité est d’autant plus poussée que la dénaturation a été effectuée moins 
loin, ainsi que le montrent notamment les courbes d’électrotitration (Cox et 
PEACOCKE, 1957b). Mais il est logique d’admettre que la reconstitution des liaisons 
hydrogeéne s’effectue, en partie tout au moins, au hasard et ne restaure pas la mole- 
cule native; on ne peut donc parler de réelle réversibilite. 

Réexaminons a présent les déterminations des grandeurs moléculaires et surtout 
les viscosités a la lumiére de ces données. 

La viscosité de |] ADN, en raison de la forte asymétrie moléculaire, varie forte- 
ment avec le gradient de vitesse. Aussi a-t-on étudié la viscosité a différentes forces 
ioniques en vue d’établir la flexibilité de la molecule, par analogie avec les pro- 
priétés connues des polyélectrolytes de synthése. Lorsque les viscosites a gradient 
nul, sont tracées en fonction de Ja concentration en ADN, les courbes a différentes 
forces ioniques semblent converger vers un méme point. On en avait conclu a la 
rigidité des particules (SADRON, 1959; Conway et BUTLER, 1954; EISENBERG, 1957) 
Or d’aprés la discussion précédente, la configuration change completement dans 
le domaine des trés faibles concentrations et l'on ne peut évidemment par extra- 
polation tirer de conclusions quant a la forme des molécules a l’état natif. 

En conclusion, on ne peut donc affirmer Je caractére totalement rigide des 
molécules d’'ADN natif. L’interprétation la plus raisonnable des données de 
diffusion lumineuse et viscosité, suggére une flexibilité limitée et une forme un 
peu pelotonnée avec des dimensions moyennes entre les extrémités de la chaine 
de l’ordre de 6 4 7000 A dans des solutions de force ionique physiologique, et un 
poids moléculaire voisin de 6 4 8 000 000. Pour l ADN totalement denature, la 
configuration est établie de fagon plus certaine: c’est une pelote statistique qui, 
dans l'eau pure, tend a affecter une forme étendue de 40 000 A de long et a force 
ionique plus élevée, a la forme d'une sphére de 2 4 3000 A de diamétre, impermeable 
du point de vue hydrodynamique. Son poids moléculaire est de 6 000 000 (Dory 
et Rice, 1957; Orn, 1959a) Si l'on admet que Ja dénaturation n’entraine pas de 
variation du poids moléculaire, ceci établit alors sans ambiguite le poids moléculaire 
de TADN nauf 


Homogénéité des préparations d’ADN 

D’aprés les diagrammes de sédimentation de BUTLER (BUTLER ef al., 1959: 
SHOOTER et BuTLER, 1956) il semble que l'ADN soit fortement polydisperse 
Cependant, il est difficile de différencier les effets de forme moléculaire des effets 
de masse, d’autant plus que, suivant Je mode de préparation et "histoire de 'echan- 
tillon, on peut avoir un certain pourcentage de denaturation. Ceci vient encore 
compliquer l’analyse de la polydispersité. Il est raisonnable de penser que le mode 
de préparation introduit un certain degré de polydispersité de masse, dependant 
des conditions d’extraction (turmix, action enzymatique, etc.). Notre propre 


expérience peut étre résumée de la maniére suivante: le fractionnement de la 


nucléoprotéine par précipitation graduelle en fonction de la concentration saline 
entre NaC! 1 M et 0,1 M, suivi de la transformation en ADN par traitement au 
détergent, fournit, aux erreurs expérimentales prés, des ADN de méme viscosite 
intrinséque. Par conséquent, ils ont trés probablement les mémes poids moléculaires 
De méme, par chromatographie de l'ADN sur poudre de cellulose, on isole un 
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grand nombre de fractions qui, mesurées dans les mémes conditions, donnent 
sensiblement les mémes viscosités intrinseques. 

A moins que ces deux méthodes ne soient absolument insensibles aux dimensions 
moleculaires, on doit en conclure que l'ADN serait beaucoup moins polydispersé 
que ne le suggeére l'analyse par ultracentrifugation. Par contre. les possibilités 
de denaturation a différents degrés doivent étre prises en considération lors de 
fractionnements. La méthode chromatographique est de plus en plus utilisée et il 
faut sans doute accueillir avec réserves les résultats (BeNbICH, ef al., 1959). D’aprés 
notre experience, il est possible d’isoler avec une bonne reproductibilité différents 
composants par l'emploi de poudre de cellulose, mais lexistence de formes déna- 
turees vient vraisemblablement compliquer la séparation 


Préparation de ! ADN 

De nombreux auteurs insistent de plus en plus a lheure actuelle sur la nécessité 
de contréler rigoureusement les détails pratiques de préparation et d’éviter tout 
traitement susceptible de provoquer des dénaturations partielles (SADRON et 
Pouyert, 1959; BuTLER, 1959: DUGGAN er al.. 1957). par exemple precipitation a 
alcool ou au détergent; en outre, il faut éliminer toute trace de proteine 

Dans notre laboratoire (OTH et Desreux, 1957) nous avons utilisé avec succés 
une technique basée sur Ja dissociation de la nucléohistone en solution saline 2 M 
ou | M. Cette solution, centrifugée pendant 10 hr 4 40 000 tours/min fournit un 
sediment d'ADN, Ihistone restant en presque totalite dans le surnageant. Un second 


traitement du sediment produit de l' ADN dépourvu d’histone 


DESOXYRIBONUCLEOPROTEINES (DNP) 


Les DNP restent fort mal connues, aussi bien du point de vue de leur composition 
que de celui de leur structure moléculaire. En fait. on a naguere mis en doute leur 
existence en tant quunites biologiques et certains ont suppose guelles pourraient 
resulter d’une combinaison accidentelle formée entre proteines basiques des noyaux 
cellulaires et acides nucléiques, lors de l’extraction de ces derniers. I] semble bien 
etabli a présent que I’acide nucleique est en général uni A des composants pro- 
teiques dans les cellules et que les DNP telles que nous les extrayons ne sont pas des 
creations artificielles. Les DNP reconstituées a partir d’acides nucleiques et de 
protemes ont Ges proprietes analogues aux DNP préparées par extraction directe 
mais n'y sont jamais identiques. Elles perdent, par exemple, la capacité de former 
des gels rigides en l’absence de sels. Les diagrammes de rayons X obtenus a partir 
de noyaux entiers sont analogues 4 ceux des DNP et s‘interprétent le plus aisément 
en supposant qu'il existe une combinaison plus ou moins lache entre ADN et 
proternes (WILKINS, 1957, 1959) 

Par chromatographie, CRAMPTON (1957) a mis en evidence des différences 
incontestables dans la composition chimique des histones que l'on extrait de DNP 


natives Ou reassocices. Ceci indique qu’au moins une partie des composants des 


nucleohistones sont in vive combinés originellement suivant une structure qui 


n'est pas rétablie par une réassociation effectuée au hasard. 
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Acquisitions récentes dans la physico-chimie des acides désoxyribonucléiques 


Composition 

Le classement des DNP est fort ancien et n’a pas beaucoup progressé depuis 
qu'on y a reconnu la présence de deux sortes de protéines basiques: histones et 
protamines. La transformation de nucléohistone en nucléoprotamine lors de la 
formation du sperme a été suivie en particulier par VENDRELY ef al. (1958): dans 
certains cas, la composition chimique de la nucléohistone subsiste, dans d’autres, 
elle est considérablement simplifiée avec production de “nucléoarginine’. Les 
DNP extraites d’Escherichia coli semblent représenter un type encore différent de 
nucléoprotéines (PALMADE ef a/., 1958; ZuBAY et WATSON, 1959). Une grande 
partie de l'ADN existerait 4 l'état libre dans ces bactéries (WILKINS et ZUBAY, 
1959). Ce fait confirme que le réle joué par Ja protéine dans les fonctions géné- 
tiques de Ja DNP doit étre tout a fait secondaire. 

Il est bien possible que dans les noyaux de la plupart des organismes, l' ADN 
soit attache a d’autres constituants et notamment a des protéines non-histoniques. 
Monty et Dounce (1958) ont isolé une DNP de noyaux de foie de rat, contenant 
une proteine de nature non-histonique a laquelle il est fixé par des liaisons co- 
valentes. La plupart des préparations de DNP contiennent probablement un peu 
de lipides, ainsi qu'il a été établi notamment par les diagrammes de rayons X 
(WILKINS, 1957, 1959) 

En prenant certaines précautions, Dory et ZuBAy (1956, 1959) ont récemment 
obtenu une DNP complétement dispersée, non gélifiable et apparemment homo- 
gene. Ils en ont conclu que ces particules pourraient bien représenter l’unité 
fondamentale des chromosomes. Cette affirmation semble reposer sur des bases 
experimentales insuffisantes (DOUNCE et O'CONNELL, 1958). Jusqu’a preuve du 
contraire, la formation de gels rigides est une propriété inhérente aux DNP 
natives et qui disparait immédiatement dés que celles-ci sont soumises a des 
traitements legerement dégradants (acuions enzymatiques tres modeérées) ou 
denaturants. La rigidité est un indice de l’existence d’interactions considérables 
entre particules allongées de DNP: elle se manifeste a des concentrations de 
ordre du 0,01°,, et est bien plus marquée que dans l’ADN. Dans ces conditions, 
on ne peut attribuer qu'une valeur tres relative aux criteres habituels d°*homo- 
geneite, méme a de faibles concentrations 

Tout ce que nous pouvons dire c’est que la DNP telle que nous la préparons par 
des methodes relativement douces et en évitant autant que possible toute dégrada- 
tion, est structurellement assez proche du complexe macromoleculaire ou d’une 
partie du complexe, qui dans les chromosomes contient | ADN et au sein duquel il 


peut exercer ses fonctions genetiques. 


Extrac tion-fractionnement 
Il est certain que l'utilisation du verséne dans le solvant d’extraction, préconisée 
par Dory et ZuBAyY (1956, 1959) conduit a l’obtention d’°une DNP beaucoup plus 


stable que la préparation au citrate par exemple. Dans cette derniére, il y a en effet 


apparition tres rapide de composants déegradés, solubles dans NaCl 0, Ol M et 
dépourvus de rigidité (SHOOTER et BUTLER, 1957). La déesoxyribonucléease (DNase) 
| semble étre la principale responsable de la transformation qui se produit lors 
de l’extraction de la DNP et la rend inapte a former des gels. Il s‘agit initialement 
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dune séparation de la proteine et de !ADN (Dounce ef al., 1957). Cette 
action est inhibée par le verséne. Mais il se produit certainement d'autres dégrada- 
tions et en particulier des protéolyses qui ont un effet plus lent mais qui provoquent 
a plus ou moins longue échéance, méme a froid, Ja dégradation de la DNP. En fait, 
il est plus facile de preserver la portion ADN de I’action des DNases par des 
inhibiteurs que Ja portion histonique. 

En extrayant des thymus en presence de verséne et en réduisant au minimum 
rhomogenisation au turmix, nous avons obtenu une DNP qui reste stable plusieurs 
mois en chambre froide. Par centrifugation fractionnée, on peut y séparer deux 
composants, stables tous deux, dont J’un est dépourvu de rigidité dans l’eau pure, 
l'autre etant totalement responsable de la formation des gels rigides. Ces deux 
constituants ont des viscosités intrinsé¢ques tres voisines, ce qui indique que leurs 
particules doivent étre analogues du point de vue dimensions. Par précipitation 
fractionnée, on a déja mis en evidence, dans notre laboratoire, existence de deux 
fractions dans la DNP, soit en procédant a faible force ionique (OTH et Desreux, 
1957) soit a force ionique comprise entre 0, 15 et 2. 

La sensibilite des histones aux actions enzymatiques rend leur étude delicate 
(CRAMPTON e7 a/., 1957). Moyennant certaines précautions, on a pu dans differents 
laboratoires isoler et fractionner ces proteines et on a trouvé qu’elles se résolvaient 
en deux fractions principales, dont l'une contient beaucoup de lysine et l'autre 
beaucoup d’arginine (Moore, 1959). La premiere a un poids moléculaire de 
10 000, la seconde de 16 000 (TRAUTMAN et CRAMPTON, 1959). Il est possible que 
ces deux fractions soient elles-mémes hétérogénes. Il est intéressant de constatet 
que, dans la mesure du pouvoir de résolution limite des méthodes actuelles, on 
trouve des compositions tres semblables pour les histones extraites de differents 
tissus (Moore, 1959) foie, rein et thymus de veau. D’apres VENDRELY ef a/. (1958) 
méme d’une espece animale a l'autre, la composition en acides aminés resterait 


tres semblable 


Structure moléculaire 

En ce qui concerne la structure de Ja DNP, seuls quelques progrés sont a signaler 
dans l’etude des diagrammes de rayons X. I! est bien établi a présent que 1 ADN 
conserve dans la DNP la configuration qu’il possede a l’etat isole. I faut distinguer 
les structures de nucleoprotamine et celles de nucleohistone. Dans les nucleo- 
protamines, la partie proteique, sous forme de chaine polypeptdique a configura- 
tion-8 est enroulée autour de la double helice de | ADN dans la petite gorge 
séparant deux chaines polynucléotidiques. Les molécules d’7ADN sont paralleles 
entre elles ce qui confere a l'ensemble une structure ordonneée, presentant de la 
birefringence (WILKINS, 1957, 1959). Par contre, la nucléohistone ne presente pas 
aspect régulier de fibrilles paralléles. Les chromosomes n’ont pas de bire- 
fringence. On en a conclu que l'ADN y est enroulé en pelote par suite de sa com- 
binaison avec lhistone. Cette derniére serait elle-méme, en grande partie sous 
forme dhélice-a avec une quantité notable de liaisons hydrogéne (DE Lozé, 1958). 
WILKINS (1957, 1959) suppose que I’histone aurait une association assez lache 
avec  ADN. Elle se trouverait dans la grande gorge de la double hélice et servirait 
en quelque sorte de pont entre les molécules d’ ADN. Les azotes basiques de ! ADN 
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ne seraient pas recouverts et resteraient libres d’entrer en réaction chimique. Ainsi 
le rdle de "histone serait essentiellement de joindre Jes molecules d ADN dans 
les chromosomes des organismes supérieurs, dans un groupe cohérent, trans- 
portable en bloc durant la mitose. Dans la nucléoprotamine, caracteéristique du 
sperme, le remplacement de histone par Ja protamine provoquerait un déroule- 
ment de !ADN. 

La nature des liaisons chimiques entre ADN et autres consituants des DNP n’a 
jamais été directement établie. Si l’existence de liaisons salines entre groupes 
phosphates et groupes basiques protéiques est de plus en plus évidente, certains 
n’écartent pas d'autres possibilités: liaisons covalentes (MONTY et DOUNCE, 
1958), chélation par des cations bivalents (KirBy, 1957). On sait en tous cas que 
les nucléohistones contiennent du sodium équivalent a 20°, des groupes phosphates, 
ce qui fait supposer que 80°, d’entre eux forment les liaisons salines, le reste 
étant libre pour d’autres interactions. 

Toutefois d’aprés VENDRELY e? a/. (1959), dans les noyaux eux-mémes, la propor- 
tion histone/ADN serait plus élevée et tous les groupes phosphates seraient neutra- 
lisés par des groupes histoniques. Cette fagon de voir est confirmeée par des résultats 
inédits de notre laboratoire: la précipitation fractionnée de nucleohistone a force 
ionique variant de | 4 0,1 indique que la DNP précipitée garde toujours une com- 
position voisine de 55°, d’histone et de 45°, d’ ADN, mais que par contre de 
I’histone pure reste soluble a force ionique 0,15. Par consequent, lors de l’extraction 
des tissus, on appauvrirait la nucléoprotéine native en histone et l'on isolerait 
toujours une nucléoprotéine ayant un exces d’ADN. 


Propriétés physico-chimiques en solution 

En raison des difficultés d’interprétation des mesures effectuées sur des solutions 
de particules 4 haut degré d’interactions, on a peu de données precises sur les 
propriétés physico-chimiques des DNP. Elles sont pratiquement limiteées a la nucleo- 
histone de thymus. On doit l’étudier dans l'eau pure, milieu ot elle forme des gels 
ou dans des solutions salines quelques dixiémes molaires, ou elle commence a se 
dissocier partiellement. Elle est extrémement sensible 4 de faibles variations de 
force ionique ou de pH et est agrégée et précipitée par des concentrations de Ca ou 
Mg a partir de 10-* M (Frick, 1958). 

Dory et ZuBAY (1959) ont fait une série de déterminations physico-chimiques 
sur la nucléohistone de thymus. Méme si l’on ne peut admettre sans reserves le 


caractére tout a fait natif de ces solutions dépourvues de rigidite, elles ont éte 


préparées dans des conditions telles que du point de vue structurel, elles doivent 
étre trés proches de la DNP originale. Un poids moléculaire de 18 000 000 a ete 


trouvé pour ces particules. Comme elles contiennent environ 47°, dADN et 
53°,, d’histone, il est bien établi qu’elles représentent une molécule unique d’ ADN 
(poids moléculaire environ 8 000 000). Leur asymétrie est moins élevée que celle 
de l' ADN. Tout indique que la nucléohistone, tout en étant encore trés loin de la 
pelote statistique, serait dans une certaine mesure, plus replice sur elle-méme que 
l'ADN, sa longueur atteignant 4000 A, soit la moitié de celle des molécules d’ADN. 
Au microscope électronique, Ja DNP apparait sous forme de longs filaments 
d’environ 30 A de diamétre. 
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En resume, la nucléohistone est composée, A quelques pour-cent prés, d'une 
molécule intacte d’"ADN autour de laquelle est réguligrement enroulée Ja chaine 
polypeptidique de l’histone. Le probléme immédiat sera d’établir comment ces 
longs filaments sont disposés dans le chromosome: y forment-ils des entités bien 
distinctes plus ou moins indépendantes ot seraient localisées les propricteés 
genetiques, Ou sont-ils associés en un réseau complexe, comprenant d'autres 
composes chimiques, protéines ou lipides, intimement fondus dans la structure 
chromosomique ? 

Les désoxyribonucléases 

L’attention des biologistes s’est surtout portée au cours des derniéres années 
sur les DNases dites du type II, c’est-a-dire celles qui ont leur optimum d’activité 
en milieu acide et sont actives en l’absence de cations divalents. Le nombre de 
DNases de ce type augmente réguliérement et il ne fait pas de doute qu’on ait 
affaire 4 toute une série d’enzymes différents 

Les DNases II intracellulaires, que l’on extrait de divers organes surtout thymus 
et rate, sont extremement voisines sinon identiques (FREDERICQ et Orn. 1958) 
Divers procédes ont été utilisés pour les purifier (KOERNER et SINSHEIMER. 1957a: 
KOSZALKA ef a/., 1959; SHIMOMURA et LaskOwskI, 1957). Dans notre laboratoire, 
nous avons obtenu un trés haut degré de purification des DNases de rate et de 
thymus par chromatographie sur hydroxylapatite (FReDERICQ et Orn, 1958) 
Les DNases Il a propriétés nettement différentes ont été extraites de tissus de 
cyclostomes, de cultures de protozoaires, de venin de serpent et de lait (HAESSLER 
et CUNNINGHAM, 1957) ainsi que de tissus prostatiques (BOMAN, 1958). I existerait 
done des DNases II extracellulaires 

Enfin un troisitme type de DNase a été isolé de cultures bactériennes et notam- 
ment de Micrococcus pyogenes (CUNNINGHAM et al., 1956) et purifie (PRIVAT DI 
GARILHE e7 a/., 1958). Son optimum d'action se situe a pH 8,6, en présence de 
CaCl, 0.01 M 

L’etude physico-chimique de la degradation enzymatique n’en est qu’d ses 
debuts. Une des acquisitions récentes en ce domaine est la découverte que la 
DNase I attaque la liaison phosphoester pres du 3'-C du sucre (PRIVAT DE GARILHI 
et al., 1957), la DNase IL ainsi que Ja DNase bactérienne. attaquant cette liaison 
pres du 5-C (Privat pe GaritHr, 1957; KOeRNER et SINSHEIMER. 1957b): les 


Oligonucleotides produits portent respectivement leur groupe phosphorique 


terminal en 5 et 3 


Peu de données existent quant a la spécificité des DNases. La DNase bacterienne 
a la spécificite la plus faible: elle attaque 60 a 70°; des liaisons phosphoesters. 
Apres elle se situe la DNase I qui attaque 30 A 35°, de ces liaisons. La vitesse de 
degradation diminue énormément quand Je poids moléculaire des substrats 
decroit (FREDERICQ, 1958a, 1959). I n'est done pas certain qu'il y ait une spécificité 
dans la position des liaisons attaquées: il se pourrait que la DNase I nécessitat 
pour etre active la structure organisée de molécules d’ADN relativement grandes. 
On a toutefois démontré J’absence de certaines séquences (adénine cytosine) dans 
les hydrolysats (PRIVAT DE GARILHE ef a/., 1957) et hydrolyse préférentielle de la 
sequence purine—pyrimidine (POTTER a/., 1958). 
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Enfin, l’existence d’une spécificité de la DNase II est rendue trés probable de 
fagon indirecte (FREDERICQ, 1958, 1959a). Son action s’arréte A un stade relative- 
ment peu avancé (10 a 15°, des liaisons) et produit peu de petits nucléotides. Elle 
se montre incapable d’attaquer les hydrolysats partiels obtenus a partir de l’action 
de DNase I. Directement, on a montré que la séquence pyrimidine—purine était 
absente dans les trinucléotides des hydrolysats (LAURILA et LASKOwsKI, 1957). 

L’activation des DNases par les ions métalliques souléve une série de problémes 
intéressants. La DNase I est fortement activée par les ions Mn, un peu moins par 
Mg et Co, trés peu par Ca et Ni. Il y a corrélation entre la combinaison de Mn et 
Mg avec I’ADN et leur effet activant. Mais les ions Ca ont un pouvoir synergique 
puissant en présence de Mg (WiperG, 1958). Par contre, la DNase I est peu 
activée par Mg lors de I"hydrolyse d’oligonucléotides mais beaucoup plus par 
Ca (FREDERICQ, 1958a, 1959). Elle est inhibée par les agents complexants. citrate 
ou verséne. La DNase II est activée par Mn et Mg surtout, un peu moins par Ca et 
Zn; il existe un rapport stoechiométrique entre la quantité d’ADN et celle des ions 
meétalliques donnant le maximum d’activité, ce qui indique la formation d’un 
meétallosubstrat (OTH er al/., 1958). La DNase II est également activée par le citrate 
et le verséne, ce qui semble indiquer que des métaux lourds a effet inhibiteur 
accompagnent les preparations d ADN ou de DNase. 

La presence d’histone dans les DNP exerce un effet inhibiteur sur l’action de 
la DNase qui se trouve retardée en fonction de la quantité d’histone liée 4 ! ADN. 
Ceci est vrai aussi pour les DNP reconstituées (De Lozé, 1958; KLAMERTH, 1957). 
Il faut remarquer que seules les DNP dégradées ou artificiellement appauvries en 
protéine peuvent étre étudiées a l'état soluble dans des conditions de force ionique 
moyenne. Toute étude enzymatique de DNP proches de |’état natif, devra se faire 
en milieu héetérogene. 

Une interessante observation de MONTy et DouNceE (1958) est l’apparition de 
complexes de polynucléotides et d’acides aminés dans les produits de dégradation 
de DNP de foie par la DNase I. La confirmation de telles expériences serait une 
indication précieuse sur le mode de dégradation et peut-étre de synthése des 
DNP: polymerisation d’unités monoméres complétes, acide aminé et nucléotide, 
ou synthése de protéines sur une molécule d’ADN préalablement constituée. 

En conclusion, les DNases n’ont en commun que la propriété d’hydrolyser les 
liaisons phosphoesters des ADN. Certaines nécessitent un substrat a poids 
moléculaire élevé, d’autres sont actives jusqu’au stade de nucléotides a faible 
degre de polymerisation. Elles sont activées par les cations bivalents, analogues 
a ceux qui jouent un role dans Ja plupart des réactions d’hydrolyse et de transfert 
des groupes phosphoriques, c’est-a-dire les ions alcalino-terreux et Je Mn, mais 
lintensité et les modalités de l’activation different considérablement d’un enzyme a 
autre. 

L’hypothése suivant laquelle la DNase II jouerait un réle particulier dans la 
synthése de l'ADN dans le cytoplasme a regu un appui des expériences de 
CHEVREMONT ef al. (1957, 1959 a et 6 et 1960) montrant l’apparition d’ADN 
dans les mitochondries de fibroplastes de poulet sous l’action de cette DNase. 
Il est A souhaiter que l’on arrive a étendre de telles expériences qui constituent 


» 
4 
ol. 
4 
960 
4 
3 


14 E. Freperico, A. Oru et V. Desreux 


a l’heure actuelle le seul fil conducteur dans le domaine particuliérement obscur 
de l’intervention des DNases dans le métabolisme des ADN. 

De nouvelles perspectives s’ouvrent dans le domaine de la synthése enzymatique 
de grace aux brillants résultats de ecole de KORNBERG (LEHMAN ef a’... 
1958a, b). Les derniers travaux ont montré que la composition en bases d’ADN 
synthetise par |’action de polymérases sur des désoxyribonucléotides triphosphates, 
2tait indépendante des proportions molaires mises en oeuvre, mais était la plupart 
du temps determinee par la composition de !ADN “primaire” que l'on doit 
neécessairement ajouter au milieu pour réaliser la réaction (BESSMAN ef a/., 1958). 


Ceci reste vrai, méme lorsque le “primaire” est constitué de polydésoxyribonucléo- 
tides synthetiques, contenant uniquement de l’adénine et de la thymine: le produit 
de la nouvelle synthése ne contient que ces bases. Il semble aussi que le poids 
moléculaire de || ADN synthetisé soit identique a celui de 'ADN primaire. Tout 
ceci indique que |’addition successive des nucléotides doit s’effectuer sur l’acide 


primaire agissant comme un moule, ce qui implique peut-étre, une dissociation 
prealable de celui-ci. L’extension de ces expériences grace a |’obtention de poly- 
merases purifices, de haute activite specifique, permettra sans doute d’éclaircir 
bon nombre de problémes intimement lies et d’importance fondamentale pour 
le biologiste: synthese des ADN, dissociation et duplication des doubles chaines, 


etc 


RESUME 

On decrit les developpements les plus importants, survenus récemment dans la 
physico-chimie des acides déesoxyribonucleiques. Les determinations de composition 
chimique ont confirme les correlations classiques entre les rapports des bases. Le 
fractionnement revele des variations dans la composition d'un ADN donné 
L’analyse de la sequence des nucléotides a été entreprise. Les premiers résultats 
montrent des distributions irrégulieres. Des études structurales soulignent |’impor- 
tance possible de liaisons autres que les liaisons hydrogéne: chélation par des 
cations bivalents, forces de Van der Waals, etc. 

On discute la determination des poids moléculaires et des configurations. On 
met en evidence l’influence de Ja dénaturation dans les mesures a faible concen- 
tration. On en conclut que | ADN natif est une molécule a basse flexibilité dont le 
poids moléculaire se situe aux environs de 8 000 000. 

L’analyse de 'homogeéneité semble indiquer plus d’hétérogénéité dans les con- 
figurations que dans Jes tailles. Ceci montre combien i] est important de prendre 
en considération les états de dénaturation partielle lors de fractionnements, et 
notamment dans la chromatographie. 

Les désoxyribonucléeoproteines, telles qu’on les prépare a présent, sont probable- 
ment tres proches de leur état natif. Les nucléohistones sont constituées d’une 
molecule d’ADN, entourée d'une chaine a-polypeptidique d’histone, plus ou 
moins lachement li¢e. De petites quantités d'autres protéines et de lipides sont 
peut-étre présentes et la nucléoprotéine originale pourrait bien faire partie d'une 
structure complexe dans la cellule. On discute les conditions d’extraction et de 
fractionnement. Les nucléoprotamines ont une structure plus réguliére et les liaisons 
entre protéine et ADN y sont plus fortes. 
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On passe en revue l’isolement et la purification de différents types de désoxy- 
ribonucléases. On met en évidence les différences entre Jes mécanismes d'action. les 
spécificités et |’activation par les métaux des DNases I, II et IL. Enfin on souligne 
importance de la synthése enzymatique de l'ADN pour I’étude de sa duplication. 
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DISCUSSION 


R. WEGMANN: En fait, le probléme de dénaturation partielle est extrémement 
intéressant puisqu’on peut l’observer par Ja position des bandes spectrales des 
fonctions —CO—NH— de la liaison peptidique, au niveau de laquelle se produit 
la denaturation partielle ou totale. Lors de Ja dénaturation totale apparait un 
doublet au niveau de la bande —CO— de cette liaison (1660 cm~! et 1630 cm~") 
associ¢ a un décalage vers une plus haute fréquence de Ja fonction -NH—(1540cm-~"). 
Lors de la denaturation partielle, aucun dédoublement ne se produit. Tout au plus 
observe-t-on une modification Jégére et discréte des bandes non dénaturées. ce 
qui produirait une tension axiale plus grande au niveau de cette fonction 

CO—NH-—., qui l’est d’autant plus que le nombre de groupes carboxyles 
ionisés —COO— voisins de Ja liaison est plus grand. II faut appliquer des tempéra- 
tures assez ¢levees pour obtenir une dénaturation définitive. On ne peut dans ces 
conditions parler de dénaturation en utilisant Je terme de dénaturation partielle: 
il s'agit plutot de phénoménes physico-chimiques de tensions intramoléculaires 
sans rearrangement structural ou spatial. Ce qu'on appelle dénaturation partielle 
ne serait autre chose qu'un aplatissement du double pas de la spirale, avec forma- 
tion d'une section elliptique 4 Ja place d'une section arrondie. Ce n’est qu’en cas 
d’aplatissement extréme, d’écrasement de cette ellipse que la rupture se produit 
avec ouverture de la chaine et formation dune structure allongée, rectiligne, qui 
reste irreversible. Cette dénaturation “partielle” qu’on peut aussi observer par les 
spectres infrarouges démontrerait simplement |’élasticité du systeme biologique 

V. Desrevux: La plupart des spectres infrarouges d’acides nucléiques n’ont-ils 
pas ete pris avec des films? Est-il possible, dans ces conditions, de transposer les 
conclusions aux solutions trés diluées d’autant plus que |’obtention de films trés 
minces peut entrainer une certaine dénaturation. 

R. WEGMANN: En effet, ces analyses infrarouges ont été faites sur des films mais 
non toutes. Toute une serie d’entre elles l’ont été sur des ADN en solution, tant 
dans solutions d'H,O que de D,O car malgré l’opacité de l'eau vis-a-vis des i.r.. 
certaines regions du spectre i.r. peuvent étre étudiées en milieu aqueux normal et 
d’autres, trés voisines des premiéres par un milieu aqueux deutérié. 

R. THomas: Le terme de réversibilité, dans le domaine de Ja dénaturation des 
polynucleotides, couvre une série de situations qu’il peut étre utile de distinguer. 

Dans certaines conditions, les forces de valence secondaires, qui donnaient a 
la molecule d'ADN natif sa configuration réguliére (configuration (1) ), dis- 
paraissent (configuration (2)). Lorsque ces conditions dénaturantes cessent 
d’agir, un nombre appréciable de liaisons secondaires se reforment (configura- 
tion (3) ), et certames caractéristiques physiques (telles que |’absorption ultra- 
violette) prennent une valeur intermédiaire entre celle de l'ADN natif et celle que 
lon observe dans Jes conditions dénaturantes. Vue sous cet angle, la dénaturation 
peut étre qualifice de “partiellement réversible”. Cependant, si les liaisons refor- 
meées sont probablement de méme type que les liaisons primitives, la configuration 
nouvelle (3) de la molecule a perdu sa régularité: i] est extrémement improbable 
que de Jongues sequences de nucléotides puissent retrouver, en l’absence d’un 
mécanisme ad hoc, la séquence complémentaire, et reformer un long segment de 
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double hélice. On peut donc parler de réversibilité 4 l’échelle des interactions 
individuelles entre bases, mais non 4 |’échelle de la molécule d’ ADN. 

Au contraire, la dénaturation de molécules telles que celles qui résultent de 
l'association (acide polyadénylique + acide polyuridylique) semble parfaitement 
réversible (1)--(2)--(3):; ceci peut étre attribué a l’uniformite des chaines, qui 
simplifie au maximum le probléme de Il’appariement spécifique des bases. 

En ce qui concerne l'ARN, la situation est moins claire. On a cependant des 
raisons de penser qu’au moins certains types d’ARN sont extraits dans une con- 
figuration comparable a la configuration (3) de PTADN. La _ transformation 
(3)--(2)->(3) peut, a la rigueur, étre considérée comme une denaturation reversible 
(voir schema) 

retour aux 
conditions conditions 
denaturantes normales 
Configuration (1) - Configuration (2) . Configuration (3) 
(ADN natif) (ADN deénature) (ADN 
double helice chaines polynu- pelotes comportant en 
cléotidiques en un grand nombre de 
extension points irréguli¢rement 
distribueés, des 
appariements entre 
bases 

P. MANDEL: Je pense qu'il convient d’étre prudent dans l’affirmation que l’on 
ne peut obtenir que des ADN du type primer quelle que soit la répartition de 
nucléotide dans le milieu. En effet, KoRNBERG a obtenu une fixation dacide 
thymidylique en bout de chaine et les valeurs obtenues dans divers essais de 
synthése in vitro ne peuvent pas exclure formellement la possibilite de production 
d'un ADN legerement different du primer. 

C. VENDRELY: Nous sommes aussi d’accord avec Messieurs DesREUX, FREDERICQ 
et Orn quand ils estiment qu’ils ont utilisé pour fractionner leur désoxyribo- 
nucléohistone la seule méthode chimique actuellement valable, methode que nous 
avons nous-méme essayée et qui donne des résultats parfaitement reproductibles 
quant aux proportions et 4 la composition chimique du materiel isolé a chaque 
temps. En faisant varier la force ionique du solvant, is ont pu insolubiliser succes- 
sivement diverses fractions du complexe nucléohistone, a partir desquelles, en 
un second temps, ils ont séparé des ADN présentant une composition différente 


en bases azotees. Le but propose etait atteit. 
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DONNEES BIOCHIMIQUES RECENTES SUR LA 
RELATION ENTRE ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE 
ET PROTEINES BASIQUES DANS LE NOYAU 


R. VENDRELY*, A. KNOBLOCH-MAZEN et C. VENDRELY* 


Centre de Recherches sur les Macromolécules, Strasbourg 


Abstract—The exact part played by histones and protamines in the activity of the 
nucleus is not determined, but the fact that these substances are always closely 
associated to the DNA shows that this part is essential. 

We tried to get an idea of the initial composition of nucleohistones and nucleo- 
protamines in the nuclei of erythrocytes and spermatozoa of some fishes. We there- 
fore performed a comparative analytical study of entire nuclei and of isolated 
nucleohistones and nucleoprotamines and established a balance sheet of the different 
fractions extracted from these nuclei as well as residual fractions obtained in the 
course of the preparation. We found that, in all the cases studied, all the phosphate 
groups of the DNA can be practically saturated by the basic amino acids (arginine, 
lysine, histidine) which belong to the histone or protamine associated to the DNA. 
But the respective amounts of the basic amino acids which realize this saturation 
may vary very much in the case of sperm. We found three types of sperms in this 
respect. In the first type (carp sperm) the protein ts a typical histone as in somatic cells 
without any change; in a second type (pike sperm) there is a decrease of lysine which 
is exactly counterbalanced by an increase of arginine, and, in the third case (trout 
sperm) which is a typical protamine, lysine and histidine have practically dis- 
appeared and the saturation is realized only by arginine, the increase of which 
compensates the loss of lysine and histidine 

It is worth noting that in our results concerning the nucleohistones the relative 
proportions of the two chief basic amino acids (three molecules arginine for six 
to seven lysine) seems to reflect the relative proportion of the two fractions which 
have been demonstrated and separated chemically and electrophoretically in 
histones: the rich in arginine component and the rich in lysine component. 


Au cours des vingt derni¢res années, lidée que l’acide désoxyribonucléique 
(ADN) pourrait représenter le constituant chimique des génes s'est imposée 
définitivement. La découverte du phéenomene de “transformation” chez les 
bactéries et l'étude du processus d’infection par le phage, ot lADN apparait 
incontestablement comme I’unique vecteur des caractéres héréditaires, la réparti- 
tion quantitative de ! ADN dans les noyaux somatiques et sexuels proportionnelle- 
ment a leur nombre chromosomique ont représenté des arguments de poids. Les 
beaux travaux de CHARGAFF, de ZAMENHOF, de WyAtTT et de beaucoup d’autres 
sont venus apporter la preuve de l’existence de différents types d’acides désoxy- 
ribonucléiques et les études des diagrammes de diffraction des rayons X de 
ces substances ont permis d’élaborer pour la molécule d’ADN un schéma struc- 
turel tel que son fonctionnement comme unité autoreproductible et vecteur des 
* Adresse actuelle: Institut de recherches sur le cancer ““Gustave Roussy” Villejuif (France). 
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caractéres heréditaires apparait fort vraisemblable (DAVIDSON, 1952: VENDRELY et 
VENDRELY, 1957). 

Cependant des substances protéiques toujours de caractére basique apparaissent 
associées de facon trés étroite a cet acide désoxyribonucléique: ce sont les histones. 
Présentes dans tous les noyaux somatiques, constituants permanents des chromo- 
somes, en quantites toujours proportionnelles 4 l'ADN, ces protéines représentent 


a coup sir un élément important des chromosomes et probablement nécessaire a 
l’activité du géne. Ce n'est que dans les spermatozoides de certaines espéces que 
histone n’est pas représentée, elle est alors remplacée par une protamine et le 
fait de la présence de cette protéine beaucoup plus simple dans un cas oui le géne 
est inactif n’est pas, peut étre, des moins significatifs. 

Plusicurs auteurs ont envisagé le rdle possible de ces protéines dans la duplication 
du gene (HALDANE, 1956), dans son fonctionnement (CRUFT. MAURITZEN et 
STEDMAN, 1954; DAvisON et BUTLER, 1956), dans le probléme de spécificité cellulaire 
(Crurt ef al., 1954; Toennies et BAKAy, 1955; Fetix, 1952: Day er al., 1950: 
HARPER et Morris, 1953), etc. I] est bien évident que ces substances jouent un role 
important dans I’économie du noyau, mais aucune des hypothéses émises ne peut 
encore étre solidement étayée par des faits positifs. 

Depuis quelques années nous nous sommes attachés a I’étude analytique des 
nucleohistones et des nucléoprotamines, et plusieurs points ont retenu notre 
attention: (1) La determination de la composition des nucléohistones ou nucléo- 
protamines telles qu’elles se trouvent dans la noyau intact, non dégradées par 
lisolement et la purification, et le mode de liaison entre ADN et histone ou 
protamine. (2) L’etude analytique de la transformation des nucléohistones en 
nucleoprotamines. (3) La recherche des différences chimiques pouvant exister 


entre les histones provenant d’espéces animales différentes. 


LA DETERMINATION DE LA COMPOSITION DES NUCI EOHISTONES 
ET NUCLEOPROTAMINES TELLES QU’ELLES SE TROUVENT 
DANS LE NOYAU INTACT 

Ce premier point nous paraissait en effet indispensable a une étude comparative 
valable des histones et des protamines. En effet, s’il est possible de trouver dans la 
litterature un nombre considérable de données analytiques concernant les histones 
et les protamines, i] est absolument impossible de les comparer entre elles: la 
plupart, en effet, ont été obtenues sur des histones et des protamines isolées et 
separees de l'acide nucléique par un traitement a l’acide qui les a manifestement 
denaturées. C'est ainsi que Kosset (1928) a séparé et caractérisé dans le sperme 
de carpe deux types de protamines, alors que, comme nous I’avons montré 
(KNOBLOCH ef al., 1958) le sperme de carpe ne contient qu'une histone typique. 
KOSSEL, en traitant la laitance de carpe par un acide, avait fractionné cette histone 
et recueilli deux fractions particuliérement basiques. 

Tous Jes résultats anciens doivent donc étre contrélés sur des produits isolés 
par des méthodes respectant le plus possible ’intégrité du produit a étudier. IJ 
est ainsi preferable d’étudier le complexe entier nucléohistone ou nucléoprotamine 
plutot que Ja proteéine seule, la séparation de cette protéine entrainant une certaine 
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dégradation de ce produit. Enfin, il importe au premier chef de savoir sila substance 
obtenue est bien identique a la nucléohistone ou a la nucléoprotamine du noyau 
intact. Pour ce faire nous avons entrepris une étude analytique comparée de 
noyaux entiers de cellules somatiques et sexuelles de plusieurs espéces animales 
(noyaux d’érythrocytes de poissons et spermatozoides des mémes espéces) et nous 
avons établi un bilan des différentes fractions extraites 4 partir des noyaux ou 
demeurées in situ au cours de J’extraction des nucléoproteines. Cette fagon de 
procéder devait, en effet, nous permettre de déceler, sil y avait lieu, une fraction 
labile des nucléeohistones ou nucléoprotamines susceptible d’étre perdue au cours 


de la préparation et d’en apprécier l’importance par différence. On pouvait ainsi 


espérer serrer d’aussi prés que possible le probleme de la composition exacte des 


nucléoprotéines du noyau entier dans leur état natif. 

Le choix des erythrocytes comme cellules somatiques s*imposait dans un pareil 
travail. En effet, la nucléohistone représente ici environ Jes trois-quarts ou les 
quatre-cinquiémes de la masse totale du noyau deélipide et lave au serum physio- 


logique ; ce materiel représente le cas limite d’une cellule qui ne travaille pratique- 


ment plus et dont le noyau se compose presque uniquement de la chromatine, de 


méme que les noyaux des spermatozoides. Nous avons utilisé des érythrocytes et des 
spermatozoides de truite (Sa/mo irideus) de brochet (Esox /ucius) et de carpe 


(Cyprinus carpio). 
Nous avons éliminé le cytoplasme des érythrocytes par action de la saponine 


et les tétes des spermatozoides furent séparees par agitation dans l’eau distillée 
en présence de billes de verre. Pour l’extraction des nucléoprotéines la méthode 


TABLEAU | 
(PAR NOYAU) 


histone ou Poids de la 


Poids sec du de protamine fraction Poids de la 
noyau deéli- associée a résiduelle fraction 
et lavé dans laissée aprés nucléaire 
avec une ADN la nucléo- extraction extraite avec 
solution de histone ou répétée du la solution 
CINa 0,14M nucléo- noyau avec de CiNalM 
protamine la solution 


recueillie par de CINal M 
precipitation 
mg) mg) mg) (« mg) (« 10~* mg) 


Carpe 
Erythrocyte (noyau) 9,00 
Spermatozoide 4,20 


3,40 1,42 4,38 
1,60 0,63 


ty 


~ 


Brochet 
Erythrocyte (noyau) 
Spermatozoide 


10 1,70 1,85 0,90 2,50 
18 0,85 0,57 0,44 0,89 


Truite 
Erythrocyte (noyau) 12,88 4,90 4,90 1,82 6,16 
Spermatozoide 5,10 2,45 1,31 0,97 1,68 


tend 
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saline 4 force ionique élevée, que nous avons utilisée, convient aussi bien pour 
Jes noyaux d’érythrocytes que pour les spermatozoides. 

Nous avons tout d’abord déterminé l'importance relative et la composition du 
résidu obtenu aprés traitement des noyaux par le chlorure de sodium en solution 
1 M. (Tableau 1). Ce résidu représente environ 15 A 20°, de la masse totale du 
noyau et contient entre 4 et 6°, de chaque acide aminé basique, arginine et lysine; 
il s‘agit donc bien ici de protéines banales. 

D’autre part, comme on peut le constater dans le tableau. le poids de la fraction 
nucleoprotéique recueillie par précipitation est nettement inférieur au poids de la 
fraction extraite par Ja solution molaire de chlorure de sodium. 

Comme |l'ADN du noyau est retrouvé integralement dans la nucléohistone ou la 
nucleoprotamine recueillie finalement (VENDRELY et al.. 1957). il faut admettre 
qu'une fraction protéique a été perdue au cours de la precipitation. 

Connaissant la composition en acides aminés basiques du noyau entier, celle du 
residu et celle de la protéine basique precipitee et recueillie (Tableau 2), nous 


TABLEAU 2 


(2) 


Dans la nucléo- 
Dans la fraction histone ou nucléo- 

Par noyau nucleaire soluble protamine extraite 
dans du CINa 1 avec du ClNa 1 M, 


precipitee et purifiee 


ADN 
Par noyau Argi- Histi- Argi- Histi- Argi- Histi- 
10°" mg) nine Lysine dine nine Lysine dine nine Lysine dine 

Carpe 
Erythrocyte 3,20 0.670 1.030 0.06 0.599 0.959 0.07 0.459 0.527 0.078 
(novau) 
Spermatozoide 1.60 0,309 0470 0.05 0.278 0.439 0,03 0.218 0.264 0.032 
a 0.08 a 0,04 


Brochet 
Erythrocyte 1.70 0,360 0.590 0,02 0.315 0.545 0,03 0,211 0,250 0,035 
(novau) a 0.03 a 0.04 
Spermatozoide 0.85 0.347 0,127 0.02 0.325 0.105 0,01 0,234 0,056 0.008 
a0.03 
Truite 
Erythrocyte 4.90 1010 1.530 0.10 0.919 1,439 0.10 0,662 0.745 0.123 
(novau) 
Spermatozoide 2.45 1.450 0.050 0,01 1.402 0,002 0,00 1.020 0.000 0,000 


a 0,02 


pouvons calculer la teneur en argimine et lysine de cette fraction perdue. Or, cette 
teneur se trouve étre fort élevée, et, en fait. la composition de la fraction perdue 
est similaire a celle d'une histone dans le cas des erythrocytes et d’une protamine 
dans Je cas des spermatozoides. Nous sommes donc a utorises 4 admettre I"hypothése 
selon laquelle une fraction soluble en chlorure de sodium | M et perdue au cours de 
la précipitation pourrait étre constituée principalement par une fraction labile de 
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la nucléoprotéine originelle. Il est évidemment trés important pour la validité de 
cette hypothése de retrouver et d’isoler pour |’étudier directement cette fraction 
perdue. Cette étude est en cours et nous avons reussi a isoler du liquide de précipi- 
tation d’une nucléohistone une fraction proteique non dialysable, qui est incon- 
testablement du type histone. Ainsi, tout au moins dans les cas que nous avons 
envisages, la quantite totale de nucléohistone ou de nucléoprotamine du noyau 
serait représentée par Ja fraction soluble en chlorure de sodium | M. On peut alors 


calculer les teneurs en arginine, lysine et histidine de cette nucléoprotéine originelle 
(Tableau 2). 

Si ces résultats sont exprimeés en molecules d’arginine de lysine, et d’histidine pour 
100 atomes de phosphore nucleique (Tableau 3), on constate que tous les groupe- 


TABLEAU 3. MOLECULES D’ARGININE, DE LYSINE ET D’HISTIDINE POUR 
100 ATOMES DE PHOSPHORE NUCLEIQUI 


Fraction désoxyribonucléo- 
protéique originelle calculée Désoxyribonucléoprotéine 
du noyau d’érythrocyte et du isolée du méme matériel 
spermatozoide 


Histi- 
dine 


Argi- 
Total nine Lysine 


Histi- 
dine 


Argi 
nine Lysine 


Total 


Carpe 
Erythrocyte (noyau) 33, 
Spermatozoide 3] 


aD 


102.4 25.8 35,2 5.0 66.0 
95.0 24.5 35.4 5.0 64.9 


Brochet 
Erythrocyte (noyau) 33.2 
Spermatozoide 68. 


106.9 23.4 31.5 5.0 59.9 
5 97,4 49.6 14,1 ye 66,2 


x 
4 


Truite 
Erythrocyte (noyau) 33,9 63.0 5.0 101.9 24,3 32.6 5,0 61,9 


Spermatozoide 103.0 0,0 0,0 103.0 749 0.0 0,0 74,9 


t étre saturés par les acides 


ments phosphates de !LADN peuvent pratiquemen 
amines basiques (arginine, lysine et histidine) qui appartiennent a Ja fraction 
proteique extraite par la solution | M de chlorure de sodium. II est done fort 
probable que dans le noyau intact I’histone ou la protamine réalise la saturation 
complete des groupements phosphates de | ADN qui lui est associé, alors que dans 
le complexe ADN-proteine isole, cette saturation n'est jamais compléte, une 


fraction protéique étant perdue au cours de la préparation. Cette conclusion n’est 


pas pour nous surprendre, car il est facile de constater que plus la préparation de 
la nucleohistone ou de la nucléoprotamine est soigneuse, plus la proportion molaire 
d’acides amines basiques en est élevee. DAVISON et BUTLER (1956) ont montré que, 
lorsque l'on prepare la nucleohistone de thymus de veau avec certaines précautions, 


la proportion molaire des acides amines basiques est trés élevée, ces amino-acides 
peuvent saturer 87°,, du phosphore total de 1ADN. Ces auteurs admettent d’autre 
part, qu'une fraction riche en lysine de "histone tend a s’en séparer et est perdue 


au cours de la préparation. 
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Dans le domaine des nucléoprotamines, FELIX (1952) a montré que, si I’on 
dissout dans le chlorure de sodium molaire des tétes de spermatozoides de truite, on 
obtient un gel de nucléoprotamine dans lequel les groupements phosphates de 
l'acide nucléique sont totalement saturés par l’arginine 

Cette saturation des groupements phosphates semble donc bien étre réalisée dans 
les noyaux gue nous avons étudiés et qui sont des noyaux de cellules au repos 
metabolique. En serait-il de méme dans des noyaux de cellules trés actives, cellules 
de foie par exemple? I! n'est pas possible de répondre A cette question pour 
instant: en effet, dans de tels noyaux, la proportion de protéine non histone est 
telle que Je bilan que nous avons établi sur les noyaux d’érythrocytes ne saurait 
etre realise de fagon correcte. I serait cependant important de préciser ce point: 
la composition in situ de la nucléohistone de noyaux de cellules hautement 
metaboliques pourrait, en effet, donner d’utiles indications sur le rdle de I"histone 


dans l’activité du géne 


LA TRANSFORMATION DES NUCI EOHISTONES 
EN NUCLEOPROTAMINES 

Les résultats des Tableaux 2 et 3. en donnant une idee de la composition des 
nucleoprotamines et nucléohistones in situ representent egalement un apport au 
deuxi¢me probléme que nous avons défini au début de cet exposé, a savoir celui 
de la transformation des nucléohistones en nucleoprotamines. En effet. si, dans 
tous les cas, qu'il s'agisse d'un novau somatique a nucleohistone ou d'un spermato- 
zoide contenant une nucléohistone (spermatozoide de carpe) une nucléoprotamine 
simple comme chez la truite ou une nucieoprotamine plus complexe comme chez 
le brochet, la saturation des groupements phosphates de | ADN est réalisée par 
les acides amines basiques de la proteine, les teneurs respectives de ces divers acides 
amines basiques peuvent varier dans de larges proportions. Au cours de la forma- 
tion du sperme, lorsque la proportion molaire de lysine diminue dans la nucléo- 
protamine, la proportion molaire d’arginine augmente dans les mémes proportions 
compensant tres exactement la perte de lysine (cas du brochet). Le cas extréme 
de ce processus est représenté par la nucleoprotamine du sperme de truite dans 
laquelle la lysine et l"histidine ont totalement disparu et sont remplacées par 
l'arginine qui réalise a elle seule la saturation totale des groupements phosphates. 

Il est peut-étre utile de remarquer ici que, selon nos résultats. les proportions 
relatives des deux principaux acides aminés basiques, arginine, lysine, dans les 
histones sont Jes suivantes: trois molécules d’arginine pour six 4 sept de lysine. 
Cette proportion semble refléter assez fidélement les proportions relatives des deux 
fractions qui ont été démontrées et separees chimiquement et par électrophorése 
(Davison er al., 1954; Davison et BUTLER, 1954: DALy et Mirsky, 1955; Grecorrs 
et Limozin, 1954; CRAMPTON ef a/., 1955: STEDMAN et STEDMAN, 1951) dans les 
histones, la fraction riche en arginine et la fraction riche en lysine. Dans Ja nucléo- 
protamine de sperme de brochet qui semble representer une ¢ctape intermédiaire 
entre la nucléohistone et Ja nucléoprotamine typique, nous avons au contraire 


sept molecules d’arginine pour trois de lysine, ces données sembleraient indiquer 
un renversement de limportance relative des deux fractions. le composant riche en 
arginine serait ici le plus important. Un fractionnement de la nucleoprotamine de 
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sperme de brochet donnerait probablement des indications supplémentaires sur 
le comportement des deux fractions de "histone au cours de la transformation de 
histone en protamine. 


PROTAMINES PROVENANT D’'ESPECES 
ANIMALES DIFFERENTES 


HISTONES ET 


Le troisi¢me aspect de notre étude concernait la comparaison d’histones et de 
protamines de provenances trés diverses. Dans une série de travaux antérieurs 
(VENDRELY, 1957; VENDRELY ef a/., 1958) portant sur un grand nombre de nucléo- 
histones isolées, nous avons constaté une homogénéité trés frappante de composi- 
tion entre des produits provenant d’espéces trés diverses. Les résultats plus récents 
et plus précis que nous venons de rapporter concernant les noyaux entiers viennent 
confirmer cette notion; donc, dans les cas étudiés ici, tout au moins, la composition 
de la nucléohistone des noyaux est sensiblement la méme chez la carpe, la truite et 
le brochet comme le faisait soupgonner |’étude des produits isolés. Il est vrai- 
semblable qu'il en serait de méme chez les autres espéces animales 

Si des differences existent entre ces histones, elles ne doivent pas étre décelables 
par les moyens analytiques dont nous disposons. Si ces différences sont le reflet 
des differences présentées par | ADN en ce qui concerne la séquence des bases 
puriques et pyrimidiques, il n'est pas suprenant qu’elles n’apparaissent pas dans 
nos résultats. En effet, d’aprés les analyses effectuées par CHARGAFF (1955) et ses 
collaborateurs les proportions d’adénine, de guanine, de cytosine et de thymine 
dans les ADN d’animaux supérieurs ne différent pas de fagon trés marquée. Ce 
n'est que dans le monde des micro-organismes qu’apparaissent des types d’ADN, 
chez qui ces proportions s’écartent nettement du type général. C’est donc vers les 
nucleoproteines bacteriennes que doivent se porter nos investigations. Un premier! 
progres dans ce sens a été réalisé dans notre laboratoire ou) Madame PALMAD! 
(PALMADE ef a/., 1958) a réussi, en effet, 4 isoler en petite quantité, a partir de 
protoplastes de colibacilles, une nucléohistone un peu particuliére. Jusqu’alors, 
existence de nucleohistone chez les bactéries n’avait pas été démontrée de fagon 
certaine et certams auteurs, encore tout recemment (WILKINS et ZuUBAY, 1959: 
ZUBAY et WATKINS, 1959) affirment méme I’absence de nucléohistone précisement 
chez le colibacille. Leur méthode de préparation portant sur les germes normaux, 
pourvus de leur enveloppe complete est nécessairement plus longue et laborieuse 
que la notre et peut laisser aux enzymes bactériens le temps de se manifester. 
L’extraction a partir de protoplastes plus permeéables et proportionnellement plus 
riches en nucléohistone permet une obtention plus sire et plus rapide d’un complexe 
nucléoprotéique et c’est probablement ce qui explique la divergence actuelle des 
resultats 

Quoiqu’il en soit, analyse précise des nucléohistones bactériennes aura un interét 
considérable car elle permettra de savoir si 4 des ADN de compositions différentes 
correspondent des histones differentes. 

En ce qui concerne les nucléoprotéines du sperme, |’étude analytique compareée 
de ces produits chez différentes espéces animales présente ¢galement un certain 
intérét. Nous avons mis en évidence trois types de nucléoprotéine dans le sperme 
des espéces que nous avons étudiées, mais il serait intéressant d’étendre ces 
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investigations a un plus grand nombre d’espéces pour savoir si la fréquence de 
ces types dans tel ou tel groupe animal peut étre mise en rapport avec la 
classification zoologique. 

Au cours de cet exposé nous avons pu apporter quelques notions nouvelles sur 
la composition des nucléohistones et nucleoprotamines. Ces notions bien loin de 


resoudre les problémes que nous nous étions proposés nous ont cependant permis 


de les mieux poser et d’etablir de nouvelles possibilités de recherches. Puisse notre 
modeste apport contribuer au progrés des connaissances sur ces substances nobles 
que sont les nucleohistones et nucléoprotamines. 


RESUME 

Nous avons essayé de déterminer la composition de nucleoprotamines et de 
nucleohistones telles qu’elles doivent se trouver dans le noyau cellulaire, les histones 
et les protamines isolées étant le plus souvent manifestement dégradées. Nous avons 
donc procédé a une étude analytique comparative de noyaux entiers d'une part et 
de nucleohistones et nucléoprotamines isolées d’autre part, en etablissant un bilan 
de toutes les fractions extraites des noyaux au cours de la preparation ainsi que des 
fractions résiduelles. Nous avons alors constaté que tous les groupements phosphates 
de 'TADN peuvent étre saturés par les acides aminés basiques (arginine, lysine et 
histidine) de la protamine ou de l’histone qui lui est associée, la proportion relative 
de ces trois acides aminés pouvant varier de fagon considérable dans les différents 
types de sperme: le type carpe contient une histone typique, le type brochet a une 
proportion de lysine fortement diminuée, alors que la proportion d’arginine a 
augmente, compensant exactement la perte de lysine; enfin le type truite contient 
une nucleoprotamine parfaite ne contenant plus de lysine et d’histidine. la satura- 
tion des groupements phosphates étant réalisée uniquement par l’arginine dont 
‘augmentation compense la perte de lysine et d’arginine. 
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DISCUSSION 


J. DANIELLI: 

(1) Are erythrocytes, which are highly specialized cells of limited metabolism, an 
adequate basis for comparison with sperm? 

(2) Is it known whether, in sperm in which histone is not replaced by protamine. 
there is nevertheless a replacement of one histone by another, with, e.g., a different 
sequence of basic amino acids? 

(3) Is it correct to speak of transformation of histone into protamine, or should 
one speak of replacement ? 

R. VENDRELY: 

(1) Les erythrocytes nous ont paru étre un matériel trés valable parce que suscep- 
tibles de nous fournir d°une part des noyaux trés purs sans avoir recours a des 
meéthodes chimiques nocives et d’autre part des nucléohistones aussi peu dégradées 
que possible puisqu’une simple dissolution en milieu ClNa | M est susceptible de 
nous les fournir. Nous soulignons dans notre communication beaucoup d’autres 
raisons qui ont guide notre choix, tout en précisant par ailleurs l’intérét que pourrait 
presenter I’etude d'autres types cellulaires présentant une activité métabolique 
accentuée. Nous espérons que nos recherches évolueront favorablement dans ce 
sens. 

(2) Les données de la littérature n’apportent pas de réponse a la question du 
Professeur Danielli; cependant, I’histone que nous avons isolée du sperme de 
carpe ne semble aucunement différer de histone provenant des érythrocytes, de 
telle sorte que rien n’indique l’idée remplacement. 

(3) Nos résultats semblent suggérer un processus de transformation qui serait 
plus ou moins total (voir les trois cas choisis), mais n’excluent pas la possibilité 
d’un remplacement. Une experience bien menée avec des isotopes pourrait peut 
étre permettre de choisir entre ces deux possibilités. 

P. MANDEL: II me parait difficile d’admettre la transformation d’une protéine 
contenant de l’arginine et de lysine en molécule ne contenant que de Il’arginine. 
me semble plus conforme de considérer qu'une molécule disparait et qu'une 
autre est formée. 

R. VENDRELY: La question du Dr. MANDEL est identique a la question (3) que 
nous a posée le Prof. DANIELLI. Nous lui fournirons donc la méme réponse. 

W. PLAUT: 

(1) Did I understand you correctly in assuming that you now have evidence 
which indicates the presence of proper histones in bacterial cells? 

(2) Is there any information on the nucleoprotein composition of the egg? 
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R. VENDRELY: 

(1) Ma collaboratrice, Madame PALMADE, a pu isoler, a partir de protoplastes 
de colibacilles, une fraction présentant les caractéres généraux d’une nucléo- 
histone (voir référence dans notre communication). Malheureusement, une 
analyse complete du produit n’a pu étre encore effectuée. 

(2) Il n’existe pas dans la littérature, 4 notre connaissance, d’informations 
concernant la composition chimique de la nucléoprotéine de l’oeuf. L’abondance 
du vitellus est toujours un obstacle grave 4 toute étude chimique valable. 

R. THomAs: Certaines propriétés physiques, étudi¢es notamment par MM. 
LUZZATTI et WILKINS, permettent de différencier les nucléoprotamines des nucléo- 
histones. Quelle est, du point de vue de ces propriétés, la situation des nucléo- 
protemes presentes dans le sperme de certains poissons et dont la composition 
chimique n'est pas typique d’une nucléoprotamine. 

R. Venprety: Le Dr. WILKINS n’a pas encore abordé ce probléme. Quant au 
Dr. LuzzatTi, notre collégue de Centre de Recherches sur les Macromolécules de 
Strasbourg, ce dernier n’a pu par la méthode qui lui est propre (étude aux petits 
angles) faire de distinction entre la nucléoprotamine de brochet et celle de truite. 
Resultat un peu décevant quant a la sensibilité de cette technique nouvelle. 

A. DELAUNEY: Nous avons vu, au laboratoire, que des solutions de polypeptides 
basiques (polypeptides extraits du thymus de veau par des méthodes Classiques ou 
des techniques nouvelles mises au point par nous-mémes) ont le pouvoir d’agglu- 
liner tres nettement des noyaux isolés d"hématies de poulet. Nous avons vu aussi 
que leur action est non moins nette sur des bactéries vivantes ou tuées, Gram 
ou Gram Ce qu'on note alors, c’est une modification profonde du comporte- 
ment des germes. En présence des polypeptides, ceux-ci s’agglutinent, ne se multi- 
plient plus dans le milieu de culture et leur métabolisme respiratoire devient nul 
Une fois traités par les mémes corps, ils deviennent particuliérement sensibles 
(la phagocytose). Il est évident que tous ces phénoménes—ceux observés avec les 
noyaux aussi bien que ceux rencontrés avec les germes—relévent d'une combinaison 
chimique entre polypeptides et corps figurés. Mais de quelle nature? Sans doute, 
les biochimistes—et en particulier, le Dr. VeNpreLY—pourraient donner ici une 
reponse satistaisante 

R. Venprecy: Je ne puis fournir de réponse immédiate a la question posée par 
le Dr. DeLauNay. J'avoue étre davantage intéressé par cet effet toxique si marqué 
sur les germes, présente par Jes solutions de polypeptides basiques. Une étude en 
fonction des concentrations a-t-elle été poursuivie ? 

J. BRACHET: A-t-on jamais essayé de suivre le sort de la protamine (au moyen des 
reactions cytochimiques de arginine, par exemple aprés la pénétration du sperma- 
tozoide dans l’oeuf? 

R. VENDRELY: Nous ne connaissons pas de travaux concernant la question 
qui nous est posee. Nous saisissons parfaitement I’intérét d’un tel probléme, mais 


en tant que biochimistes, nous ne possédons pas de moyens pour le résoudre. 
Nous estimons que des données valables sur cette question pourront étre fournies 
par l'emploi de méthodes cytochimiques bien adaptées. 
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THE INVOLVEMENT OF DEOXYRIBONUCLEIC ACIDS 
IN CHEMICAL MUTAGENESIS* 


A. LOVELESS 


Chester Beatty Research Institute 
(Institute of Cancer Research, Royal Cancer Hospital), London 


Resumé— Des faits mettant enévidence la “nature génétique” de l’ ADN chez les virus. 
les bactéries et les organismes supérieurs sont passés en revue et des informations 
obtenues par |’étude de la mutagenése chimique sont présentées. 

Bien que certaines substances soient capables de provoquer des mutations chez 
les micro-organismes mais non chez les organismes supericurs et vice versa, l"univer- 
salité d'action de certains agents alkylants en tant que mutagenes, parait bien 
indiquer un mécanisme d'action commun. Les résultats biologiques et la chimie bien 
connue de tels agents alkylants rendent valable l'affirmation, qui doit étre verifiable 
sans trop de difficulté, que ce mécanisme est basé sur des réactions primaires avec 
rADN 

Tout essai d’explication de l'apparition de mutations comme consequence d'une 
alkylation de TADN doit tenir compte de cing questions posées ici 


THE GENETIC ROLE OF DEOXYRIBONUCLEIC ACIDS (DNA) 
THE justification for considering deoxyribonucleic acids (DNA) as “genetic 
substances” derives from the evidence of bacterial transformation, the allied 
phenomenon of transduction, and the functional differentiation of the components 
of phage particles first established by Hersuey and Cuase (1952) for T2. Supporting 


evidence comes from the association between genetic function and phosphorus- 


containing material revealed in various types of experiment involving the decay 
of incorporated *P; in particular, one may recall the relationship between order 
of failure of gene transfer during bacterial conjugation and extent of decay of 
incorporated phosphorus observed by JAcoBp and WoLLMAN (1958). Further 
evidence of the genetic prominence of DNA derives from experiments concerned 
with induced mutation which it will be the main purpose of this paper to consider. 
The a priori case for regarding the DNA as the carrier of genetic information in 
phage and in bacteria is thus a good one. The evidence, however, does not exclude 
the possibility of other substances playing a part and, inter alia, it must be 
remembered that the “germinal substance’ (HERSHEY, 1955) of phage contains 
some protein. The case for considering DNA as the exclusive genetic determinant 
is such, nevertheless, that most workers in microbial genetics accept it, and interest 
is focused upon unravelling the coding systems which DNA may carry. 

In “higher” organisms we know that the bearers of genetic information, the 
chromosomes, contain DNA, but certainly not exclusively, and it cannot presently 


* This investigation has been supported by grants to the Chester Beatty Research Institute 
(Institute of Cancer Research: Royal Cancer Hospital) from the British I mpire Cancer Campaign, 
the Jane Coffin Childs Memorial Fund for Medical Research, the Anna Fuller Fund. and the 
National Cancer Institute of the National Institutes of Health, U.S. Public Health Service. 
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be assumed that this information is borne solely by the DNA moiety. WESTERGAARD 
(1959) recently uttered a plea for rejecting the assumption of DNA exclusiveness 
in chromosome-based organisms, arguing that to do otherwise is to gO against 
some facts and to neglect evolution. Chromosome models of the type suggested 
by Freese (1958) are, on the other hand, basically attempts to view the chromo- 
somes of higher organisms as elaborations of the pattern visualized for viruses 

Our knowledge of the route of action of chemical mutagens is likewise incomplete, 
although the evidence of chemical studies favours the supposition that this is via 
DNA and, therefore, in turn, affords further support for the genetic importance 
of this material. It certainly seems much easier to interpret the chromosome 
changes produced by mutagenic substances on the basis of a “molecular” chromo- 


some model of the Freese type. 


MUTATION OF BACTERIA AND VIRUSES 

For a long time little or no success was achieved in attempts to mutate extra- 
cellular viruses either chemically or by radiations. Si-vestri (1949) claimed to 
observe an increase in host-range mutation of T2 following treatment with nitrogen 
mustard but failed to exclude the possibility of selection. We (Loveiess and 
Stock, unpublished) found that T2 and T2h in vitro showed identical patterns of 
inactivation by nitrogen mustard but obtained no significant mutation thereby 
\ number of apparent examples of ultra-violet induced mutation involved parallel 
or simultaneous irradiation of the host cells and it is probable that “mutation” 
was, in fact, the consequence of recombination between phage and bacterium 
(STENT, 1958). The first really convincing example of induced phage mutation was 
that afforded by Liman and Parpeer (1956) who employed bromouracil which was 
already known to be capable of assimilation into T2 DNA in place of thymine 
during phage synthesis (DUNN and Smrrn, 1954). | nfortunately, it is not possible 
to assert that there is any relation between assimilation and mutation, and, since 
the bromouracil must be administered during the vegetative phase, one cannot 
entirely rule out the possibility of “indirect action”. (KIHLMAN (private com- 
munication) concluded that the radiomimetic action of various purines could not 
be due to incorporation into DNA.) Unambiguous evidence of chemical reaction 
of phage in vitro leading to an enhanced mutation rate during subsequent multipli- 
cation was afforded by treatment of T2 with ethylating agents (Lovecess, 1958, 
1959) and with nitrous acid (VON VIELMETTER and Wirper, 1959). 

The results of the Tiibingen group seem to establish that the deamination of 
nucleic acid bases is the essential chemical step determining increased mutability 
Our own results with ethylating agents certainly implicated the germinal substance 
since the chemical reagents were not transferred to the host cells at a concentration 
showing measurable activity upon the complex. It cannot, formally, be excluded 
that reaction with the minority protein component of the germinal substance 
might have contributed to the mutational events. ROBERTS and WARWICK (1958 


and private communication) have clearly established the extensive reaction of 


ethyl methane sulphonate with free or bound cysteine in the rat. 
Many of the classical alkylating agents have been successfully used as mutagens 
in bacteria (Demerec, 1953, Giover, 1956) as also, recently, nitrous acid 
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(KAUDEwITZ, 1959). In addition other less readily classifiable agents, such as 
manganous chloride, have proved effective mutagens. We (LOvELEss and HowarTu. 
1959) have extended the study of the mutagenicity of ethyl methane sulphonate 
to Salmonella typhimurium and Escherichia coli; it proved very effective in the 
production of revertant and auxotrophic mutants in S. typhimurium and of phage- 
resistant mutants in E. coli. In none of these cases, however, are we entitled to 
assume that the mutagenic effect was due to an initial reaction between agent and 
DNA, whether of the gene(s) studied or not. 

Whether this is or is not the case could conceivably be established by the use 
of transduction or recombination methods, but only in respect of a mutagen of 
very high activity such as ethyl methane sulphonate. 


MUTATION OF HIGHER ORGANISMS 


The whole study of chemical mutagenesis derives from the observation of 
induced mutation in a higher organism, to wit, Drosophila, by an alkylating agent, 
to wit, mustard gas (AUERBACH and Rosson, 1947). Since that time this and many 
other alkylating agents have been shown to be mutagenic for Drosophila, moulds, 
flowering plants and other groups. A complete bibliography would be laboured 
and unnecessary but, Rapoport (see Bibliography in Lovetess (1951) ) and 
WESTERGAARD (1957) should not go unnoticed. In addition. many other chemical 
substances which cannot be considered as alkylating agents have been acclaimed 
as mutagenic, It is not my intention to itemize these. Again, a host of agents has 
been classified as “radiomimetic” on the basis of cytological studies, some un- 
equivocally, others dubiously. Only a few of these can claim the description of 
“mutagenic” by reliable genetic tests. None, and this is the important issue, has 
shown a spectrum of mutagenic action comparable with that manifested by the 
alkylating agents. It must also be remembered that chemicals which are reactive 
for protein groups exclusively do not prove to be radiomimetic by cytological 
criteria, and have been found inactive or of restricted activity as mutagens. 
However, it could well be that a potential mutagenic action would not be observed 
owing to the absence of any basis for specificity in chromosomal protein. 


DISCUSSION 

Whilst retaining a moderate scepticism, the experimental evidence permits us 
to make the pragmatic assumption that the majority of chemically-induced 
mutations proceed from a direct association of the mutagen with genetically active 
DNA. This may be by direct reaction, e.g. alkylating agents and nitrous acid, 
transient incorporation, e.g. bromouracil and other base analogues, or some other 
type of association leading to atypical development, such as adsorption of the sort 
occurring with acridine derivatives. It is difficult to avoid the further assumption 
that the operative association is at a site identical with, or functionally related to, 
the actual locus studied. It should not be impossible, given the co-operation of 
geneticist and biochemist, to establish whether these assumptions are substantially 
correct, and, in the attempt, important information should be obtained concerning 
the in vivo configuration of DNA and the manner of its replication and function. 
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Any model purporting to describe the induction of mutations by DNA-reacting 
substances must provide answers to the following questions: 

(1) Why do only a small minority of a treated population produce mutants 
though all must have undergone extensive chemical reaction? (This, for example, 
is the case with ethylated T2). 


(2) How, on the one hand, can a treated cell give rise only to mutant progeny 


(Demerec’s (1953, 1946) zero-point mutation)? 

(3) How, on the other hand, can a mutation arise after a number of divisions 
of the treated cell (Demerec’s end-point mutation)? 

(4) What, in the latter case, is the nature of the pre-mutational state? 

(5) How can a particular chemical agent bring about both forward and reverse 
mutation at a given locus? 


SUMMARY 

The evidence for regarding DNA as a “genetic substance” in viruses, bacteria 
and higher organisms is reviewed, and information obtained from studies in 
chemical mutagenesis presented. Although certain substances are capable of 
imitating mutation in micro-organisms which may not have this property for higher 
organisms, and vice versa, the universality of action of certain alkylating agents as 
mutagens ts considered to indicate a common mechanism of action. The biological 
results and the known chemistry of such alkylating agents warrant the assumption, 
which should not be difficult of verification, that this mechanism is based upon 
primary reactions with DNA 

The proposition of any model purporting to explain the occurrence of mutation 
as a consequence of alkylation of DNA must take account of five questions posed 
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DISCUSSION 


J. DANIELLI: 

(1) You have pointed out that, in practically all cases, only a small minority of 
genes treated with a chemical mutagen (and known to have reacted) actually give 
rise to a mutation. May this not be due to the action of a mutagen being based 
upon a side-reaction, and not the characteristic reaction of the mutagen? 

(2) May it not be that ethylated phage is not in fact itself “mutated”, but merely 
acts as a convenient mechanism for carrying ethylated bases into cells, where. 
either as single bases or as abnormal polynucleotides the abnormal constituent 
produces mutation in the same way as any other chemical mutagen? 

A. LOVELESS 

(1) I think this is true of the majority of the mutagenic alkylating agents which 
show a high toxicity and low mutagenic efficiency (based upon the population 
treated). In the case of ethylmethane sulphonate it may be that the ‘typical’ 
chemical reaction is equivalent to the “atypical” reaction of these in accord with 
its very low toxicity and high mutagenic efficiency. 

(2) If one accepts DNA incorporation of unnatural bases (e.g. bromouracil) as 
underlying the mutational events, then the DNA constituted by the incorporation 
of an ethylated base or polynucleotide derived from the invading phage material 
would be likely to be indistinguishable from the latter and, therefore, still only ina 
pre-mutational state. 

F. KASTEN: Do you consider that the mechanism of action of the potent mutagenic 
agents 1s the same as that which occurs when these agents are carcinogenic ? 

A. Lovetess: I doubt it; | am not enamoured of the mutational “theory” of 
cancer. 

W. PLauT: To what extent could some of your questions be answered by assuming 
genetic multiplicity ? 

A. Lovetess: The evidence adduced by Demerec in respect of “end-point” 
mutations, which, so far as | am aware, is still valid, rules out the possibility of 
“genetic multiplicity” playing this role in bacteria. In our own experiments with 
T2, single burst experiments revealed that mutants were always accompanied by 
wild-type phage in any one burst and the proportions of mutants varied greatly. 

P. FREDERICQ: Some chemical mutagens are known to induce prophage develop- 
ment in lysogenic bacteria or colicin synthesis in colicinogenic bacteria. Do you 
know if it is by the same mechanism as the one by which they induce mutations ? 

A. Lovecess: Our evidence is that it is not. We have tried by every obvious means 
to induce K12 (A) by means of ethylmethane sulphonate, without success. Cells 
which fail to produce colonies consequent upon treatment neither increase in size 
nor lyse, thus excluding the possibility of the production of defective A. Dr. 
Ozeki has likewise failed to induce the formation of colicin in S. typhimurium. 
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THE BIOLOGICAL SIGNIFICANCE OF THE CHANGES 
PRODUCED IN THE DEOXYRIBONUCLEIC ACID OF 
CELLS TREATED WITH RADIOMIMETIC 
ALKYLATING AGENTS* 

P. ALEXANDER and J. T. Lert 


Chester Beatty Research Institute 
Institution of Cancer Research, Royal Cancer Hospital London 


Resume—Les agents alkylants radiomimétiques polyfonctionnels provoquent la 
formation de pontages (cross-/inkings) dans le noyau des cellules. Avec les moutardes 
et une ¢ enecimine, une quantite significative de pontages se produit a des 
concentrations du meme ordre de grandeur que celles nécessaires pour inhiber la 
mitose; cect nest cependant pas vrai pour les époxides et les composés du type 
Myleran qui réalisent des pontages d'une maniére trés peu efficace 

En ce qui concerne la production de mutations, le pontage ne peut étre la réaction 
essenticlle puisque les composes monofonctionnels sont hautement mutagénes. Ces 
agents alkylants reagissent a la fos avec les groupes phosphates et avec les purines de 
rADN. La comparaison de plusieurs substances permet de conclure que c'est 
esterification des groupes phosphates qui est vraisemblablement la réaction signiti- 
cative et son role mutagéne est discuté. Aprés traitement par un époxide mono- 
fonctio ci ou pal de la moutarde a l'azote, la molécule d ADN devient plus flexible. 
de sorte qu’en solution elle occupe un plus petit volume 

Une hypothése est proposee, selon laquelle les reactions avec [ADN pour 
autant qu elles aient licu—ne sont pas responsables de toutes les lésions cellulaires: 
les combinaisons des agents radiomimétiques avec les groupements acides des 
composanats phospholipidiques des barriéres submicroscopiques dans la cellule 


modifieraient le cytosquelette et interféreraient avec le fonctionnement cellulaire 


INTRODUCTION 
THE experiments described in this paper were carried out in an attempt to determine 
the nature of the initial chemical reactions which are responsible for the biological 
changes produced by the radiomimetic alkylating agents (see Table 1). 

One of the most important clues in the search for the initial receptor (or primary 
biochemical lesion) is that the essential feature of this class of compounds is the 
ability to alkylate under physiological conditions. There can be no question that a 
metabolite of the original drug is involved. Since the chemical constitution of the 


different alkylating agents varies enormously, the only chemical property common 


to nitrogen mustards, epoxides ethyleneimines and Myleran-type compounds is 
that they all combine with electron rich groups as shown in Table 1.+ Within 


* This work has been supported by grant to the Chester Beatty Research Institute (Institute of 
Cancer Research: Royal Cancer Hospital) from the British Empire Cancer Campaign, the Jane 
Coffin Childs Memorial Fund for Medical Research, the Anna Fuller Fund and the National 
Cancer Institute of the National Institutes of Health, U.S. Public Health Service. 

CH, 
+ Thiotepa, S:P -(N )s, Sa possible exception since its reactivity as an alkylating agent is 
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Changes in DNA of cells treated with radiomimetic alkylating agents 


TABLE 1. REACTIONS OF NUCLEOPHILIC ALKYLATING AGENTS 


Reaction with 
primary phosphate amino group 


Type of compound 


P—O-Na R—NH, 


Epoxide CH, —-CH—R P—O—CH,—CH—R R—NH—CH,—CH—R 


O 


Ethyleneimine CH,—CH, P—O—CH,—CH—NH R—NH—CH,—CH,—NH 


N 


R 


Nitrogen mustard 
ClL.CH,CH,N 


Methane sulphonic acid esters 


CH,.SO,.O.R' P—O—R' R'.NHR 


(where R! alkyl group) sodium methane sulphonate methane sulphonic acid 


TABLE 2. CHANGES PRODUCED IN SERUM ALBUMIN BY RADIOMIMETIC AGENTS* 


Per cent reduction 


Treatment 
Carboxy! Amino Imidazole 


groups groups groups Tyrosine 


O—|CH,.CH CH, |. 27 46 77 No reaction 


O 


CH,.CH CH, 22 60 70 No reaction 


O 


Myleran 31 0 42 No reaction 
Dimethyl! Myleran 16 5 12 No reaction 
COOH(CH,).C.H,N(CH,CH,Cl), 25 7 5 No reaction 


* Three per cent protein solution ~ 0.12 moles of reagent 


any one class of alkylating agents it is possible to have a great diversity of groups 
attached to the alkylating centre without changing qualitatively the biological effects 
produced. Nitrogen mustards, which carry an overall negative charge, an overall 
positive charge, or no charge at all have been prepared and found to be biologically 


Its high biological activity may require the metabolic conversion to TEPA, 


extremely low. 


CH 
O:P-(NC | ‘ )3, Which still acts by virtue of being an alkylating agent. 
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active. This excludes the possibility that a specific adsorption process and not an 
alkylation via the mustard group, is the essential reaction although quantitative 
differences in activity may be determined by such factors. 

The alkylating reaction is not specific, these agents react in the cell with a large 
number of quite different substrates. In addition, they can and do attack different 
groups (cf. Table 2) within the same molecule (e.g. protein or nucleic acid). The 
problem of determining the biologically-relevant site is therefore one of elimination 
and is quite different from the one normally encountered when studying the mode 
of action of drugs. Usually drugs interact with very few components of the cell 
and once these receptors are known the mechanism becomes apparent. We can 
learn little about the action of the alkylating agents by determining with which 
molecule they react within the cell. Studies in which the metabolic fate of the 
alkylating agents is followed in an intact animal are unlikely to provide information 
about the biochemical lesion since a large part of the administered substance is 
bound to be wasted in trivial reactions 

It may be possible (Ross, 1958) to exclude some reactions, notably those involved 
in sulphydryl groups and amino groups on the basis of a comparison with com- 
pounds which readily react with both these groups and which yet do not have 
radiomimetic properties.* 

This points to esterification of anionic groups (carboxyl groups in proteins and 
phosphate groups in the nucleic acids) as the important reaction. The radio- 
mimetic alkylating agents readily combine with such groups while alkylating 
agents that are without biological (i.e. radiomimetic) activity combine with 
amino and sulphydryl groups but do not with anions. Even if this argument is 
accepted and it cannot be claimed to be conclusive, a great number of different 
reactions remain and of these probably only a very few are responsible for initiating 
the biological changes. 

A most important fact is the increased activity of polyfunctional (i.e. compounds 
carrying within the same molecule more than one alkylating centre) over mono- 
functional compounds. In 1948, Happow er a/. (1948) showed that the tumour 
growth-inhibiting activity of the nitrogen mustards was confined to polyfunctional 


compounds only and bifunctional compounds were fifty times more active for the 
production of chromosome breaks (Lovetess, 1951). This led GoLDACRE et al. 
(1949), to put forward the cross-linking hypothesis that the alkylating agents join 
different chromosome threads together by a covalent bond (i.e. cross-linked) prior 


to mitosis. Our work provides experimental proof for the occurrence of cross- 
linking though it does not suggest that chromosome threads are so joined. It must 
be stressed that the cross-linking theory can only be extended to the biological 
changes which involve interference with cell division as there is increasing experi- 
mental evidence (WESTERGAARD, 1957) that many types of mutation are brought 
about as, or even more effectively by monofunctional than by bifunctional com- 
pounds. The cross-linking hypothesis can therefore not be applied to the production 
of mutations except perhaps those involving chromosome rearrangements. 


* War-time research in Belgium, England and the U.S.A. (see review by Peters, 1947) while 
showing that mustard gas could inactivate SH enzymes Suggested that this was not responsible 
for its action on the skin. A similar conclusion was reached from cytological data by Love cess 
(1951). 
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Changes in DNA of cells treated with radiomimetic alkylating agents 


CROSS-LINKING OF DEOXYRIBONUCLEIC ACID (DNA) 

Since the most characteristic features of cellular damage by radiomimetic 
compounds involves nuclear structures it is tempting to postulate that the important 
initial reaction involves the DNA of the nucleus, and this view was supported by 
the relatively early work of GsessinG and CHANUTIN (1946) who showed that 
nitrogen mustard and DNA readily reacted in vitro. More detailed studies showed 
that the alkylating agents which are not radiomimetic, but which do react with 


sulphydryl and amino groups in proteins do not combine with DNA in vitro while 
all the radiomimetic alkylating agents do (ALEXANDER ef a/., 1957; STACEY et al., 
1958). 

In none of the reported investigations involving whole animals (e.g. TRAMS 
et al., 1959) and using labelled radiomimetic compounds has any evidence been 
been found for combination with the DNA in the cell and the bound material has 
usually been found to be linked to proteins. It can be argued that the amount of 
reaction needed to alter the biological properties of a large molecule like DNA is so 


small that it has escaped detection. 

We have been able to show unambiguously with cells in vitro that the alkylating 
agents react with the DNA in the nucleus. The first system used was with sperm 
from herring salmon and trout (ALEXANDER ef a/., 1957, 1959; Stacey et al., 1958). 


of DNA present os gel 


Concentration of mustard (% 
in the fluid 


Fic. 1. Cross-linking of DNA within the nucleoprotein of the sperm heads from herring by the 
phenylalanine mustard (CB 3025). A suspension containing 3 per cent by weight of sperm heads 
(—X—) and 12 per cent (—O—) was treated with different concentrations of the mustard for 
6 hr at 37 C. 


The heads of such sperm are made up essentially of DNA and protamine 
and disperse completely in 2 M sodium chloride which breaks the salt links 
between the phosphate groups of the DNA and the basic groups provided by 
the lysine and arginine side chains of the protamine. After treatment with poly- 
functional alkylating agents the DNA no longer dissolves completely in 2 M salt. 
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On visual inspection the sperm heads still appear to disperse, but on centrifuging 
part of the DNA was spun out as a gel (see I ig. 1). We interpret the production of 
gel-DNA as the joining together of different molecules via covalent chemical bonds 
into a very large network. Such a network will swell but cannot go into true 
solution ; as the number of bonds (i.e. cross-links) between the molecules is increased 
the gel becomes more rigid and swells less.* 

Gel first appears when a small fraction of the existing molecules has been linked 
into what is called “an infinite network”. This gel point is reached when, on 
average, one intermolecular cross-link has taken place for every macromolecule 
present. Since the distribution of cross-links occurs at random at the gel point, 
some molecules are not involved in any cross-linking while a few molecules are 
involved in several cross-links and form the infinite network. Once the number of 
cross-links exceeds that necessary to attain the gel point the fraction of material 
in the form of gel rapidly increases. The gel produced in this way contains only 
DNA and all the protamine remains in solution. This shows that no detectable 
joining together of the protein and nucleic acid molecules occurs but the possibility 
that some of the alkylating agents combine with the proteins of the nucleus is not 
excluded 

he cross-linking reaction is not confined to DNA in sperm heads and we have 
Observed it in a number of different cells (see Table 3). In every case the gel 


produced consisted only of DNA 


TABLE 3. CROSS-LINKING OF DNA IN CELLS TRI ATED WITH THE NITROGEN MUSTARD 


COOHA(CH.,), ) 


Conc. of DNA present as 
System treated mustard cross-linked gel 
) ) 


Viable troutsperm in their seminal flui 0-016 15 
E. coli in stationary broth culture 0-05 33 
Ascites cells (8 10° cells ml) 0-03 41 


Cells from two rat spleens suspended in m 0-1 39 


rhe test employed in these experiments (namely, measurement of gel fraction) 
only determines the fraction of DNA which has been cross-linked into an infinite 


network. It is probably not necessary to cross-link a DNA molecule extensively 


before rendering it biologically useless, and one cross-link joming two different 
DNA molecules together may be sufficient to prevent both from taking part in 
their normal physiological processes. This means that long before the gel point is 
reached a substantial fraction of DNA molecules are seriously altered. For example, 
one-sixth of the dose needed to reach the gel point is sufficient to alter by cross- 


* The polyfunctional alkylating agents will link together groups in different molecules as well 
as groups within the same molecule (intramolecular cross-linking). This last process is much the 
more frequent (ALEXANDER, ef a/., 1959b) but only the intermolecular cross-linking leads to gel 
formation 
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TABLE 4. COMPARISON OF DIFFERENT MUSTARDS IN CROSS-LINKING 3 PER CENT 


Conc DNA present 
(%) as gel (°,) 


Name or code no. Formula 


Bifunctional nitrogen 
mustards 


COOH 


CB 1385 (CICH,CH,),N (CH,),.CH 0-026 84 


NH, 0-008 61 


CH,.N(CH,CH,C)), 0-0098 27 
0-05 


CB 1045 (CICH,CH,),.N O.CH, 0-094 94 


CB 3039 (CICH,CH,).N (CH,),.N(CH,), 0-033 63 


COOC,H 


CB 1644 (CICH,CH,),N (CH,)).CHNH, 0-032 48 


Vonofunctional 


HNI (CH,).N.CH,CH,C] 0-11 No detectable gel 


CB 1610 CIL_LCH,CH,.N (CH,),COOH 0-054 No detectable gel 


JH, 
COOH 


CLCH,CH,N CH, CH No detectable gel 


NH, 


e 


ge 


present 


To DONA 


me of treatment, hr 


Fic 2. Treatment at 37 C of a 3 °, suspension of sperm heads with the bifunctional ethyleneimine 
CH, CH, 
N.CO.NH (CH,), NH.CO.N 
CH, CH, 

(extent of reaction of alkylating agent could not be estimated.) 
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linking 10 per cent of all the DNA. If this fraction is taken into consideration it 
can be seen that the amounts of the various nitrogen mustards (see Table 4) and of 
an ethyleneimine (see Fig. 2) which are needed to “gel” DNA are of the same order 
of magnitude as those needed to prevent cell division (i.e inhibition of tumour 
growth) 

The cross-linking hypothesis cannot readily be extended to the Myleran type 
compound (see Table 5) and the bis-epoxide since these are very ineffective cross- 
linking agents and the dose needed to produce a measurable amount of gel is 
many hundreds of times greater than that needed in biological experiments. 
Although there are differences in the pharmacological action between the different 


TABLE 5, CROSS-LINKING OF 3 PER CENT SPERM HEAD SUSPENSION BY ESTERS OF 
METHANE SULPHONIC ACID 


of gel after different times of reaction 
1 he 6 hr 24 hr 


Treating solution 


nethyl myleran* 


eran 


VMonofun nal 
© .H.O.SO,.CH 


* Reacted for 2 hr when more than 90 per cent had reacted enther with the water or the nucleo 


proten 


classes of alkylating agents on the cellular level. the most striking feature is their 
similarity and this makes it unlikely that the essential primary chemical processes 
are greatly different 
NATURE OF THE REACTION OF DNA 
If cross-linking of DNA is accepted as a possible mechanism for interference 
with mitosis the nature of the bonds involved in this cross-linking would only 
be of secondary importance. For the production of mutations such a reaction is 
neither necessary nor sufficient and we must therefore look more closely into the 
groups in DNA with which the alkylating agents react 
On general grounds esterification of the phosphate groups and alkylation of the 
amino groups and the purines is the most likely reaction By a titration technique 
(ALEXANDER ef a/., 1957) it is possible to distinguish between these reactions since 
esterification leads to the formation of alkali when epoxides and ethyleneimines 
are used, but produces neither alkali nor acid when mustards o1 M yleran-type 
compounds are used (see Table 1). For reaction with amino groups, the exact 
reverse ts the case. Here acid will be released in the case of the mustards and M yleran- 
type compounds, while no change in pH will occur on reaction with epoxides or 
ethylimines. In in vitro experiments none of the mustard that had combined with 
The non-reactivity of the amino groups of the purines in DNA is probably due to the fact 
that they take part in the interchain bonding and are not accessible to the reagents, since other 


amino reactors such as acylating agents and formaldehyde also do not react with this group in 
native DNA 
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DNA gave rise to acid and we concluded therefore, that all of it was used up by 
esterification of the phosphate groups (ALEXANDER ef al., 1957)* 

This deduction, however, was wrong in the case of some of the alkylating agents, 
as it could not explain the observations made by GJessinG and CHANUTIN (1946) 
that nitrogen mustard changes the u.v. absorption of DNA. The reaction responsible 
for this change was identified simultaneously by Reiner and ZAMENHOF (1957) and 
LAWLEY and WALLICK (1957a and b), who isolated from DNA which had been 
extensively treated with nitrogen mustards or with methyl sulphate, substituted 
purines which in the case of methyl sulphate were identified as 7-methylguanine 
and 7-methyladenine. The guanine was much more reactive than the adenine 


This reaction, though surprising on general organic grounds since the tertiary 


ring nitrogen in the imidazole ring is very unreactive, is not in contradiction with 
the titration data if the 7-methyl derivative, as has been proposed independently 
by both groups of workers, is only produced by hydrolysis from a quaternary 
derivative. Quaternization of the tertiary nitrogen, would behave in the titration 
experiments like an esterification reaction since it does not give rise to the release 
of acid in the case of mustards 

We have carried out similar experiments (ALEXANDER and Stacey, 1959) 
using propylene oxide and observe the appearance of a new u.v. absorption 
maximum at 270 my, with an extinction proportional to the amount of reaction 
(see Fig. 3). In our experiments material absorbing at a maximum near 270 my 


Nucleotides 


~ 


Optical density 


250 275 225 250 275 
Wovelength, Wovelength, my 


Fic. 3. Change in ultraviolet absorption curve when a 0-1 per cent solution of DNA reacted with 

propylene oxide (amount of reaction determined from alkali released). Left curve: actual absorp- 

tion spectrum. Right curve: difference in curves showing new product produced after 20 per cent 
and 42 per cent alkylation 


can be separated from the DNA by dialysis immediately after the reaction 1s com- 
plete and this suggests that the quaternary compound which is formed as an inter- 
mediary is very unstable. The relative amount of phosphate esterification and of 
purine alkylation varies for different alkylating agents. Reiner and ZAMENHOF 
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(1957) found that alkylation in the 7-position occurred to a very much smaller 
extent with ethyl than with methyl sulphate and that a nitrogen mustard was inter- 
mediate between the two. We have confirmed this observation (ALEXANDER and 
STACEY, 1959) using different methane sulphonates. Treatment with methyl 
methane sulphonate is very effective in producing substituted purines while no 
evidence for their formation can be obtained after treatment with the ethyl com- 
pound which, nevertheless, combines with the DNA. presumably entirely with the 
phosphate groups. Myleran behaves in this respect exactly like its monofunctional 
equivalent, ethyl methane sulphonate. Esterification is the principal reaction for 
the very active aromatic nitrogen mustard derived from 1-phenyl alanine (CB 3025): 
so long as the total extent of reaction with the DNA is small the physiologically- 
relevant situation—90 per cent or more of the reacted mustard is seen as the ester 
(ALEXANDER and Stacey, 1959) 

Since there seems to be no reason for postulating a different mechanism for the 
radiomimetic (mutagenic) action of these different compounds the alkylation of 
the purines would not appear to be involved. This is particularly apparent for ethyl 
methane sulphonate which is perhaps the most potent mutagenic agent known 
(cf. various authors at the ERwin BAUR Memoriat Lectures at GATERSLERI N, in 
press), but produces no reaction with the purines in DNA. It is surprising that a 
compound like methyl methane sulphonate which produces such far-reaching 
changes in the base composition of DNA should show no unusual biological effects 
and that it should only differ from the ethyl compound in being a less efficient 
mutagen 

Pathways by which esterification of DNA can lead to mutations have been 
discussed by us (ALEXANDER and STACEY, 1959) Possibly to produce a mutant 
no more than a minor alteration must occur in the “target” DNA so that its 
biological replication is not prevented, but only slightly interfered with thereby 
fiving an increase in the number of imperfect replicas (i.e. mistakes) that are made. 
It is this altered DNA made during the course of biological synthesis that repre- 
sents the mutant. According to this view the alkylation of the DNA does not 
produce a mutation, but merely increases the chance that a mutation will be 
produced in the subsequent synthetic processes. If the mutagenic agent modifies 
the DNA too severely (e.g. cross-links it) it will be “dead” material and new 
“mutated” DNA will not be produced. 


CHANGES IN SIZE AND SHAPE OF DNA 

he bifunctional reagents change the physicochemical characteristics of DNA 
very extensively as a result of cross-linking. At first sight one would not expect 
reaction of monofunctional reagents to alter the macromolecular properties of 
DNA, but detailed experiments using the techniques of light-scattering and v ISCOSITY 
show that far-reaching changes do occur, at Jeast. with the two substances so far 
studied in detail by us, namely propylene oxide and the monofunctional nitrogen 
mustard derived from 1|-phenylalanine, COOH CH(NH,).CH,.C,H,. N(CH.C,H,) 
C.H,Cl (CB3153) 

Light-scattering measures two properties; the molecular weight and the volume 
which the molecule takes up in solution (expressed as the radius of gyration). 
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Fic. 4. Changes in the size (molecular weight) and shape (radius of gyration) of DNA molecules 
following different treatments with the monofunctional mustard CB3153. 


Fic 5. “Coiling” of stiff macromolecule. The length remains the same but because of greater 
flexibility it occupies a smaller volume. 
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From Fig. 4 can be seen that the radius of gyration of DNA treated with CB3153 
falls without there being any change in the molecular weight.* This means 
that the molecule is more flexible and can therefore occupy a smaller volume in 
solution. This is shown diagrammatically in Fig. 5. After extensive reaction which 
involves more than 10 per cent of the total nucleotide residues the molecular 
weight falls. Breakdown by hydrolysis of the main polynucleotide chain could 
occur both as a result of esterification (unstable triesters see (ALEXANDER and STACEY 
1959) ) or from the elimination of an alkylated purine which leaves a phosphate 
sugar residue known to be more acid labile 

By whatever mechanism this breakdown occurs it is a rare event—at least for 
monofunctional reagents—seen only with treatments which are much more 
extensive than could occur under biological conditions.+ Coiling follows eithet 
the alkylation or the elimination of the purines which was revealed by the dialysis 
experiment and which will make the stiff double helix more flexible. Esterification 
of phosphate groups could produce coiling by reducing the electrostatic charge 
on the molecule which contributes to its stiffness, but changes in shape by this 
mechanism would only set in when more than 20 per cent of the phosphate groups 
have been esterified (KUHN er a/., 1948) while with propylene oxide and the one- 


armed mustard coiling is already observed after a few per cent of reaction 


IS 


DNA THE SITE OF THE PRIMARY REACTION? 


The experiments described above have shown that the radiomimetic alkylating 
agents produced far-reaching changes in the chemical and physical properties of 
DNA. The mere fact that such changes occur does not, however. prove that they 
are the significant reaction which gives rise to the observed biological end-effects 
The attraction of relating mitotic inhibition to cross-linking of DNA, and muta- 
genesis to esterification ot the phosphate group of DNA (see p. 40) is that the 
point of the initial chemical reaction coincides with that of the biological end- 
effects (i.c. most of the lesions involve the nucleus because it is the DNA which is 
alkylated). Yet in the case of ionizing radiations for which a similar argument 
could be advanced no such conclusion can be drawn. Like the alkylating agents, 
ionizing radiations modify chemically many cell components including the cross- 
linking of DNA in nucleoproteins, but these reactions with DNA do not. for 
many of the radiation effects, fulfil the requirements which the primary chemical 
lesion has to show (ALEXANDER ef al. 1959a). 


There is a delay between the end of the alkylating treatment and the actual measurement, and 
it ts possible that some of the changes observed take place as an after-effect during the period 
needed for reaction and analysis. In the experiment shown in Fig. 4 this amounted to 8 hr at 
4 C. The sample, however, does not alter on being allowed to stand for a further 24 hr at room 
temperature 


Measurements of the viscosity of DNA solutions have often been used to follow changes 
While viscosity is very useful as a quick and simple method for revealing that there has been an 
alteration, it cannot distinguish between coiling and main-chain breakage. Viscosity measures the 
volume which a molecule occupies in solution. This volume may be reduced by main-chain scission 
or by rendering the molecule more flexible so that it can coil up more tightly. Failure to appreciate 
that a drop in viscosity can be due to these two quite different reactions has led to the claim 
(BuTLer, 1950) that the principal reaction of nitrogen mustards is to degrade DNA. The first 
change produced by nitrogen mustards is a coiling up. Degradation only occurs after more extensive 
reactions and after the viscosity has fallen to a very low value due to the earlier coiling reaction. 
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Bacg and ALEXANDER (1955) were led to speculate some years ago on the possibility 
that a primary biochemical] lesion of irradiation involved the breakdown of the 
submicroscopic intracellular barriers—the cytoskeleton. This may result in the 
release of enzymes from sites from which they are normally confined (such as by 
adsorption on to surface films at interphases) and enable them to attack substrates 
from which they are normally separated. In the intervening years this enzyme-release 
theory has been strengthened by many biological investigations and it has become 
apparent that damage to nuclear structures need not be initiated by ionizations 
that have occurred within the nucleoproteins. 

In the case of the alkylating agents a similar mechanism may well be operative 
and this possibility was envisaged 12 years ago by Peters (1947) in a review on 
the action of mustard gas. More recently, PeTers (1956) suggested that the function 
of hormones was to modify or reorientate the cytoskeleton, which is the co- 
ordinating factor in the activity of the cell. A characteristic of hormones is that 
they act on the cell as a whole and do not influence any one enzymatic step in 
particular. 

The nature of the internal membranes in cells was first discussed by PeTerRs in 
1929 and his predictions have been fully confirmed by the recent electron- 
microscopic investigations. PeTERS postulated, and no better theory has been 
advanced in the intervening years, that the internal membranes are made up in 
part of surface-active materials which carry an electric charge. Enzymes are 
absorbed on to them. The principal charges in the phospholipids are anionic 
groups with which the alkylating agents react readily under physiological con- 
ditions. That alkylation of the acid groups on membranes will take place when 
the radiomimetic agents are introduced into cells is a most reasonable prediction 
which we propose to test in model systems. The failure of substances which can 
alkylate amino groups and sulphydryl groups under physiological conditions, but 
which cannot esterify acid groups, to have radiomimetic properties, could be 
explained equally well if the important sites for reaction are the acid groups of 
intracellular membranes or the acid groups of the nucleic acids. 


SUMMARY 

Experiments are described which show that the polyfunctional radiomimetic 
alkylating agents cross-link the DNA in the nucleus of cells. With the mustards 
and an ethyleneimine a significant amount of cross-linking occurs at concentrations 
of the same magnitudes as those needed to inhibit mitosis but this is not the case 
for the epoxides and for Myleran-type compounds which cross-link very ineffec- 
tively. 

For the production of mutations cross-linking cannot be the essential reaction 
as monofunctional compounds are highly active. Reaction of these alkylating 
agents occurs both with the phosphate groups and with the purines of DNA. 
From a comparison of different substances it is concluded that esterification of 
the phosphate groups is more likely to be the significant reaction and its role in 
mutagenesis is discussed. After treatment with a monofunctional epoxide and 
nitrogen mustard the DNA molecule is made more flexible so that it occupies a 
smaller volume in solution. 


= > 
op 


46 P. ALEXANDER and J. T. Lert 


The possibility is envisaged that reactions with DNA—though they occur— 
are not responsible for some or all of the cellular lesions. Combinations of the 


radiomimetic agents with the acid groups of the phospholipid components of the 
submicroscopic barrier in the cell could modify the cytoskeleton and interfere 


with the functioning of the cell. 
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DISCUSSION 


R. THOMAS: Vous avez fait allusion 4 un accroissement de la flexibilité des molécules 
d’ADN apres la perte de bases puriques consécutives a la methylation. Pensez-vous 


que ceci puisse étre attribué a ce que la libération de chaque base purique 
s‘accompagne de la labilisation d'une liaison phosphoester contigué? 

P. ALEXANDER: I think it is very likely that ester hydrolysis contributes to the 
increase in flexibility but limited ester hydrolysis without elimination of the base 
does not greatly change the flexibility. 

C. Liéspecg: | should like to know whether anyone has already tried to see what 
happens in the presence of KorNBERG’s DNA synthetizing enzyme if DNA 
esterified by ethyl-methane sulphonate is added as a primer instead of normal 
DNA. 

P. ALEXANDER: As far as I know this experiment has not been done. 

F. KASTEN: You indicated that treatment of DNA with alkylating agents causes 
an alkylation of the purine bases, a loss of purines, and a consequent coiling up of 
DNA. Would you expect that following mild acid hydrolysis, as in the Feulgen 
reaction, nuclear chromatin would show a different distribution pattern compared 
with chromatin whose purines are not lost? 

P. ALEXANDER: Yes; the loss of purines will cause coiling. But the acid treatment 
will also cause hydrolysis of phosphate ester groups and the macromolecular 
properties will therefore be entirely altered. 

J. N. Davipson: (a) From your point of view would the action of nitrous acid be 
too drastic. (b) If the effect of nitrous acid were sufficiently mild to deaminate only 
a few bases in the DNA chain, would it meet your requirements of a mutagenic 
agent? 

P. ALEXANDER: The mutagenic action of nitrous acid—so long as the reaction is 
confined to deamination—fits in well with the mechanism proposed for the alkyla- 
ting agents since it produces a minor modification in the DNA only and probably 
does not interfere with its physiological function. Like esterification it merely 
provides a slightly imperfect template thereby increasing the chance of copy- 
error during synthesis. Complete elimination of a base would appear to be too 
drastic and probably prevents subsequent duplication at least of the part of the 
macromolecule which has undergone reaction. It is the elimination of the base 
following alkylation which prevents methyl methane sulphonate from being a 
good mutagen. On the other hand, deamination by nitrous acid leaves the modified 
purine in the molecule. 

T. CASPERSSON : Have you made any observations on changes in what you called 
“flexibility” of DNA in solution irradiated with small doses of (a) ultraviolet: 
(b) ionizing radiation. 

P. ALEXANDER: The first change which is seen when DNA is irradiated in solution 
with u.v. of 254 my (in the absence of oxygen) is coiling (i.e. the molecular weight 
remains unchanged while the viscosity and the radius of gyration falls). As the 
treatment with u.v. is increased then the molecular weight also falls. 

With ionizing radiations we have never seen coiling. In dilute solutions of DNA 
when the action is indirect (i.e. due to OH radicals) the molecule is “chopped’’ 
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but its rigidity unchanged. When DNA is irradiated under conditions when the 
action of ionizing radiations is direct then the end effect depends on the exact 
conditions of the DNA. When tightly packed, as in the sperm heads of fish, then 
cross-linking of the DNA occurs especially in the absence of oxygen. In swollen 
nucle: where the DNA strands are separated then degradation to Jower molecular 
weight occurs but dissolved oxygen may have to be present. We believe that 
following ionization the affected molecule can either cross-link or degrade depen- 
ding on conditions. A similar situation has been encountered by us with some 
synthetic polymers and several mechanisms can be proposed 

J. Brachtt: How do you visualize the effect of your phosphate esterification 
reaction on the synthesis of a specific protein? Would it not be easier, in view of 
present ideas on the mechanism of genetic information transfer, to imagine a minor 
change in one of the bases, as in the case after HNO, treatment? 

P. ALEXANDER: I do not believe that the esterification results in a change of 
function of the DNA. Indeed I postulate that the alkylated DNA is not the mutated 
DNA. I suggest that a minor change which left the physiological function of the 
DNA uneffected, i.e. it still controls protein synthesis and it is still capable of acting 
as a template for DNA synthesis. But the slight imperfection that has been intro- 
duced increases the chance of “copy-error” during duplication. It is the occasional 
“copy-error” which occurs in synthesis which gives the mutated DNA that gives 
rise to a different specific protein 

\. Lovetess: The survival of starved cells of E. coli B. in solutions of ethylene 
oxide or methyl methane sulphonate has been found to be independent of the dose 
rate, te. the concentration of the compound applied, so long as the product of 
concentration and time of treatment was kept constant 

By contrast, ethylmethane sulphonate was far more effective when given in 
high concentration for a short time than when given in lower concentration for a 
correspondingly longer time. Since all platings were made immediately upon 
termination of treatment, this argues that the chemical reaction is spontaneously 
reversible. Whether this is in fact the case will be tested by keeping the cells, after 
various treatments, for the same overall duration in non-nutrient medium prior to 
plating 

In any event, the observation argues an entirely different reaction on the part of 
methylating and hydroxyethylating agents on the one hand and ethylating agents on 
the other; this difference may be explicable in the manner suggested by Dr. 
Alexander 

Z. M. Baca: The situation described by Dr. Lovevess for two different alkylating 
agents also exists with ionizing radiation. It is well known that in Drosophila 
the increased rate of mutation induced by X- or y-rays is not dose-rate dependent. 
On the contrary in mice, RUSSELL has recently demonstrated that the mutagenic 
effect of y-radiation is dose-rate dependent, i.c. one obtains twice to three times 


more mutations if a given dose of y-rays is administered in a single exposure 
instead of being distributed over some weeks. 
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THE ACTION OF ANTIMETABOLITES AND 
BIOLOGICAL ALKYLATING AGENTS ON THE SYNTHESIS 
OF DEOXYRIBONUCLEIC ACID AND A POSSIBLE 
RELATION BETWEEN THE MECHANISMS OF ACTION 


G. M. Timmis 


The Chester Beatty Research Institute, 
(Institute of Cancer Research, Royal Cancer Hospital) London, England 


Résumé— Dans cette communication, le mécanisme d'action des antagonistes de l'acide 
folique, des purines et des pyrimidines, ainsi que l'action de |'O-diazo-acétyl-L-sérine 
(azaserine) et de la 6-diazo-5-oxo-L-norleucine, sont discutés par rapport particuliére- 
ment a leur capacité d’agir en antimétabolites irréversibles. L’auteur démontre aussi la 
possibilité que les composés du type “alkylant™ agissent en se combinant d’abord 
avec la guanine de l’acide nucléique; puis la guanine alkylée peut se scinder et agir en 
antimetabolite irréversible et trés puissant. Les différences marquées entre l’action 
biologique du Myleran et celle des ypérites sont discutées, et des explications possibles 
de ces différences sont proposées. 


THE antimetabolites which affect nucleic acids synthesis comprise the antifolics, 
antipurines, antipyrimidines and the two antibiotics, azaserine and 6-diazo-5-oxo- 
L-norleucine (D.O.N.) The most effective antifolics have a pteridine structure, e.g 
aminopterin (1) and amethopterin, and interfere with nucleic acids synthesis by 
preventing the conversion of folic acid to tetrahydrofolic acid and folinic acid: 
inhibition of this process prevents the provision of “one carbon” units for the syn- 
thesis of purines. The mechanisms of action of the antipurines such as 6-mercapto- 
purine or 2-amino-6-mercaptopurine (II) are less certain, but probably one important 
reaction may lie in the direct conversion of the antimetabolite to its ribotide, which 
then interferes with utilization of normal purine ribotides. More is known about the 
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two most generally interesting antipyrimidines, namely 5-fluorouracil (IIL) and 6- 
azauracil riboside (IV). They act, respectively, by inhibiting the methylation of 
deoxyuridylic acid to deoxythymidylic acid (HEIDELBERGER ef a/., 1958) and by 
preventing the normal decarboxylation of orotidylic acid to uridylic acid (HAND- 
SCHUMACHER and PASTERNAK, 1958). In all these cases the antimetabolite and the 
corresponding metabolite show the expected analogy in structure and in most cases 
investigation has led to the discovery and isolation of the essential enzyme which is 
inhibited by the antimetabolite. With the possible exception of aminopterin, in- 
hibition ts reversible by addition of an excess of the metabolite. Azaserine (O- 
diazoacety serine) (VI) and D.O.N. (6-diazo-5-oxo-L-norleucine) (VI1) are again 
antimetabolites with structures obviously analogous to the corresponding metabo- 


lite glutamine (V), which they prevent from aminating formylglycineamide ribotide 


(IX) to formylelycineamidine (X) (R ribotyl) (LEVENBERG ef a/.. 1957). In 


NH»COCH> CH» CH (NH) )COOH 
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addition, they are particularly interesting because, while inhibition of the essential 
enzyme by the antagonist can to some extent be annulled by the addition of glut- 
amine, there is no doubt that there ts a significant amount of irreversible inhibition, 
that is to say, the enzyme or co-enzyme is permanently deprived of its function by 
stable combination with the antimetabolite. There ts little doubt that the diazo- 
alkane moiety of the antagonists is responsible for this bonding, by alkylation. 
5-Diazo-4-oxo-L-norvaline (VII1) although closely related in structure to D.O.N. did 
not inhibit the enzyme; again, other enzymes were very feebly, if at all, inhibited 
by azaserine and D.O.N. (BUCHANAN, 1958). We have therefore a clear demonstra- 
tion of the necessity for a stringent structural relation between the metabolite, 
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antimetabolite and enzyme or coenzyme and, in addition, the utility of an alkylat- 
ing group which renders the antagonist irreversible under the right conditions. 
These would require that the alkylating group in the antagonist molecule would be 

favourably positioned in relation to the site to be alkylated in the enzyme or co- 
enzyme so that during the process of attachment the alkylation would be sterically 

favoured. It is probably this last factor which makes D.O.N. very much more active 
as a tumour inhibitor than the other mainly reversible antagonists, e.g. the anti- 
folics, antipurines and antipyrimidines. D.O.N. is as active as triethylenemelamine 
or one of the more active nitrogen mustards. Recently it was shown that alkylating 
agents can combine with the nucleotides of the two purine bases (guanine and 
adenine) and one of the pyrimidine bases (cytosine) which occur in nucleic acid 

Alkylation of the guanine moiety was considerably more facile than that of cyto- 
sine, and adenine showed the least avidity for the alkylating agent. Alkylation of 
deoxyguanylic acid (X1), leads via a quaternary salt (XI), which decomposes at pH 7, 
to the formation of the corresponding 7-alkylguanine (XIII, R = alykl). When guany- 
lic acid is alkylated, a rather more stable, exactly analogous, quaternary salt is formed 
which ts, however, readily decomposed at pH 8-9 to yield the pyrimidine derivative 
(XIV) (LAwLey, 1957). Very recently DNA (deoxyribonucleic acid) (1°,, solution in 
phosphate buffer) has been treated with sulphur mustard (CICH,CH,SCH,CH.Cl) 
heavily labelled with *S at a level of about 3 moles of drug to | mole of the nucleic 
acid 1.¢. 0-001 mole of mustard per mole of nucleotide on the assumption of a molecu- 
lar weight of about 10° for DNA. After 10 min the mustard was completely bound 
and the bases were isolated from the nucleic acid. By chromatography and auto- 
radiography it was proved that alkylation had been nearly all confined to the 
guanine moiety, the product being (XVI). This compound is evidently derived, by 
hydrolysis during manipulation, from the initially formed (XVII). This 7-alkyl- 
guanine, also prepared by the alkylation of guanosine (XV) in glacial acetic acid 
solution, was obtained as a pure compound which was analysed and characterised. 
If the alkylated solution of DNA was allowed to stand, the same product could be 
isolated from the solution and also a relatively smaller quantity of a different 
substance was precipitated; its relative insolubility, the fact that it contained ™S 
and would not run on the chromatogram and the similarity of its u.v. spectrum to 
that of (XVI), suggested a bis-guanyl compound derived from 2 moles of guanine 
and | mole of the mustard. 

RNA (ribonucleic acid) isolated from tobacco mosaic virus was similarly alkylated 
with sulphur mustard and again the major product was the 7-alkylguanine; in this case 
the reaction solution did not deposit a precipitate, as was to be expected from the 
previous result of the alkylation of guanylic acid when a relatively stable quaternary 
salt was formed. The alkylation of tobacco mosaic virus, even at a dose of very 
approximately | mole of the mustard to | mole of RNA (calculated in the same 
manner as for the DNA experiment) again yielded the 7-alkylguanine and finally 
in vivo experiments, using B. megatherium. and a mouse ascites tumour clearly 
demonstrated the alkylation of the guanine moiety in both the DNA and RNA. In 
all cases where the relative quantities could be estimated the amount of the 7-alkyl- 
guanine found was considerably greater than the product derived from | mole of 
the mustard and 2 moles of guanine; similarly the alkylation of guanosine even 
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with a considerable excess of the mustard yielded more of (XVI) than the presumed 
bis-guanyl compound. The view is therefore confirmed that in vivo the major 
initial product of alkylation of DNA will be (XVII). This structure contains both 
a modified purine structure and an alkylating moiety; it could therefore act as an 
antimetabolite for normally functioning purine derivatives and, in addition, the 
alkylating function could render the inhibition irreversible. The analogy with 
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azaserine or D.O.N. strengthens the postulation that the bifunctional alkylating 
agents in general could exert their inhibiting effect on DNA synthesis and growth, 
at least in part via an antimetabolite action. As an example of the enormous 
effect that can be exerted by irreversible antagonists in favourable conditions the 
case of the inhibition of choline-esterase by di/sopropylfluorophosphonate may be 
mentioned though this, of course, involves phosphorylation (WesB, 1948). There 
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is some circumstantial evidence available, in the case of Myleran, CH,SO,O 
(CH,),OSO,CH;, for the antimetabolite hypothesis. The effect of Myleran, and 
also Dimethyl myleran, on the blood elements is remarkably similar to that of the 
anti-purine, thioguanine (Fig. 4). The action of Myleran on rat bone marrow was 
investigated in great detail and yielded the striking conclusion that it caused a 
considerable lengthening of the intermitotic interval of the blood cells in contrast 
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Fic. 4. Blood response of rats to single doses. 
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to the effect of the nitrogen mustard, Chlorambucil, (CICH,CH,),.NC,H,(CH,), 
COOH, (CB 1348) (ELSON er al., 1958). This effect could also be used to explain the 
fact that in experiments on the fertility of rats it was found that when they were 
treated with Myleran its infertilizing effect was delayed for from 6 to 8 weeks in 
contrast with other alkylating agents where the effect was exerted much earlier 
(JACKSON et al., 1959). The diagram in Fig. 5 illustrates in a simplified and inevit- 
ably speculative way, the nucleic acid synthesis situation in the intermitotic inter- 
val, or resting stage (ELSON, 1959). It is thought that an increase in RNA synthesis 
would increase the intermitotic interval. Those antipurines, such as thioguanine, 
which interfere in the “preformed purine” pathway of synthesis appear to exert their 
inhibiting function on the adenosine monophosphate to deoxyadenosine mono- 
phosphate pathway and the result of their inhibiting effect on DNA synthesis would 
be to increase RNA synthesis; it is suggested that Myleran acts similarly in 
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accordance with its ability to lengthen the time between mitoses. When patients with 
leukaemia are treated with nitrogen mustards or triethylenemelamine the excretion 
of uric acid is further increased, but on the other hand treatment with Myleran does 
not have this effect and it was suggested that the mustards destroy leucocytes, thus 
accounting for the extra production of uric acid from the purine moieties of the 
nucleic acid. Conversely Myleran acts more to inhibit mitosis in leukaemic tissue, 
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by interference with biosynthesis, rather than to destroy it (WINKLER ef a/., 1957) 
In considering the antimetabolite hypothesis for the mechanism of action of 
Myleran in so far as it involves an antipurine type of action it must be remembered 
that we have as yet no evidence for alkylation in vivo of a purine moiety of nucleic 


acid by the drug. The evidence from in vitro studies indicates that alkylation of 
phosphate groups occurs appreciably (ALEXANDER and Stacey, 1959) and we have 
preliminary evidence also that alkylation of the guanine moiety in DNA occurs, 


a 
R 
OH 
ON 
N*~ ~ 
XY Vol, 
a 
0 NH 
> > 
NHS “N~ ~N NHS 4 
a Fic. 6. 
j 


The action of antimetabolites and biological alkylating agents on the synthesis of DNA 55 


but to a much less extent than with the mustards. It is, however, quite possible that 
guanine alkylation could be catalysed, analogously to the in vivo methylation of the 
ring nitrogen in nicotinamide. This is effected by adenosyl-methione (“activated 
methionine”) (CANTONI, 1953) and a precisely analogous intermediate with a highly 
active alkylating potential might be formed from Myleran and homocysteine. The 
methylation of 2:6-diaminopurine to 6-amino-2-r«thylaminopurine by means of 
adenosylmethionine has been demonstrated (Rem*, 1959). The marked differences 
between the biological effects of Myleran and the mustards, which has been shown 
in experiments on the rat peripheral blood and in other respects (ELSON, 1955). 
(Table 1), could be explained by assuming a desiructive attack of the latter on the 


TABLE |. 


Haematological effects CB 1348 Myleran 
12-5 mg/kg body wt 15 mg/kg body wt 


Rapid, shortlived, destructive, Slow progressive, inhibitory, dis- 
sociated 


Type of action 


unselective 


Lymphoid Marked depletion None 
Myeloid Rapid destruction followed by Slow inhibition 
rapid regeneration Slow regeneration 


Erythroid Shortlived hypoplasia, tran- Inhibition lasting 2 days 
Ole sient peripheral effect only 
4 Platelets, megakaryocytes Shortlived depletion Prolonged, profound depression 
ee Brief thrombocytopenia with thrombocytopenia 
J Regeneration Rapid, immediate, uniform Slow, patchy, dissociated 


blood cells, especially the lymphocytes. In this process damage to DNA most 
probably plays a large part, but there are also obvious opportunities for formed anti- 
metabolites to affect DNA synthesis at various points. We can now consider how 
chemical differences in the potential antimetabolites which could be formed from 
Myleran and the mustards might also contribute to the biological differences. 
Turning now to the irreversible antagonists which could be derived from this 
pair of drugs (XVIII and XIX, respectively) there is an important difference 
between them in the mechanism of their alkylating action which could be reflected 
in their biological actions. Myleran alkylates mainly by means of a direct displace- 
ment reaction and the rate of reaction will depend upon its concentration and that 
of the group which it alkylates. The nitrogen mustard will react via the inter- 
mediate formation of a carbonium ion and the rate of reaction will depend very 
little upon the concentration of the group alkylated. Thus the amount of the poten- 
tial antagonists formed could be quite different: in addition the reactions of the 
alkylating moieties of these derived antagonists would be governed by the same 


factors which apply to the original drugs, and a further cause for disparity could 
thereby be introduced. There is a possibility that, in vivo, alkylation of RNA might 
yield an alkylated derivative (cf. XIV) of pyrimidine. This compound could be 
available (cf. WeYGAND and WALpscuMipT, 1955) for the synthesis of tetra- 
hydropteridines of the type (XX) possibly still containing an alkylating group, 
which might be antifolics as such, or after loss of sugar and oxidation to the 
dihydro form. Adenylic acid on alkylation with dimethyl sulphate gave the 
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l-methyl derivative which at alkaline pH was converted to the ribotide of (XII) 
a rearrangement which might nevertheless occur in vivo. This methylating process 
might be responsible for the occurrence of (XX1) (isolated from urine) (WEISSMANN 
et al., 1957) and (XXII) which has been isolated from RNA fractions (DUNN and 
SmiTH, 1958). They could be derived from (XXIII) by hydrolysis and by rearrange- 
ment. Analogously perhaps (XXIV) and (XXV) which occur in urine are the pro- 
ducts of methylation in vivo of the guanine of nucleic acid or its precursors. The 
function of these abnormal purines is unknown but may be important since they 
may occur as units of abnormal nucleic acids and the possibility remains that the 
biological alkylating agents may interfere with the formation of these bodies. 
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DISCUSSION 

J. DANtELLI: What do you think happens when nucleic acid is ethylated by ethyl 
methane sulphonate ? 

G. M. Timmis: There is no doubt that under the conditions of in vitro experiments 
and even using a relatively large excess of the agent there would be very much less 
alkylation of the guanine moiety than occurs when a mustard e.g. sulphur mustard 
is used. This follows from our experience with Myleran. As suggested in my paper 
for the case of Myleran, it seems possible that, in vivo, ethyl methane sulphonate 
might to some extent ethylate homocysteine and the ethionine formed then pass 
to an “activated” form (compare “activated” methionine which is adenosyl- 
methionine) which would be more likely to alkylate the guanine moiety in nucleic 


acid than the original agent. However, if this were the case, one would not expect 
an antimetabolite effect to be shown since the formation of an irreversible antagon- 
ist would of course be ruled out. 
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CONTRIBUTION CYTOCHIMIQUE ET 
HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE A L’ETUDE DU 
METABOLISME ET DE LA SYNTHESE DES ACIDES 
DESOXYRIBONUCLEIQUES DANS DES CELLULES 
ANIMALES CULTIVEES JN V/ITRO—1 


ETUDES CYTOPHOTOMETRIQUE ET 
HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE DES ADN DANS DES 
FIBROBLASTES TRAITES PAR LE MYLERAN 


M. CHEVREMONT, E. BAECKELAND et J. FREDERIC 


Institut d’Histologie, Université de Liége, Liége, Belgique 


Abstract—We have studied the behaviour of normal animal cells cultivated in 
vitro in the presence of Myleran for variable periods ranging from a few hours to 
18 days. The cytological modifications produced by this substance have already been 
described previously. The present report deals essentially with the study of DNA 
which we have carried out by means of quantitative cytophotometry of individual 
cells after Feulgen reaction as well as by histoautoradiography after the incorporation 
of tritiated thymidine. 

The Myleran profoundly modifies the metabolism of DNA. It provokes an increase 
of positive Feulgen material in the interkinetic nuclei. This effect becomes more 
and more marked with time: nuclei with tetraploid value are more frequent, octoploid 
and even hexadecaploid nuclei appear and become progressively more numerous. 
Nevertheless, it does not appear that the number of genoms increases, in spite of the 
possibility of eventual fragmentation, 

The frequency of mitosis is very low. Under the influence of Myleran there is 
thus a dissociation between the frequency of tetraploid values of DNA and that 
of the mitoses. In cultures having been treated for a sufficient time, the cytophoto- 
metric estimations of mitotic figures (two wavelength method) show that a certain 
proportion of mitoses: prophases, metaphases, etc., reach octoploid DNA values, 
contrary to what happens in the controls. Fibroblasts having this peculiarity are 
thus capable of undergoing mitosis and to complete it. 

The histoautoradiographies clearly show that tritiated thymidine is incorporated 
by the nuclei even if the mitotic activity has been reduced. The level of this incorpora- 
tion is related to the increase of frequency of nuclei with high DNA content. The 
cells therefore remain able to synthesize DNA even after long action of Myleran. 

A hypothesis is proposed to explain the observed facts. According to this, the cell 
after each mitosis, synthesizes a fresh quantity of deoxyribonucleic acids to compen- 
sate for those which have been affected by the Myleran. It will then undertake the 
preprophase synthesis in readiness for the subsequent mitosis by doubling the 
quantity of DNA then present in the nucleus. In this way the amount of DNA in the 
nuclei will increase in time. 

In addition, under certain aspects, our experiments suggest that the synthesis of 
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DNA does not take place following classical concepts (i.e. from a “model”, by 
duplication of existing material) but following a different process, from a “plan”. 


DECOUVERT par HADDOW et Timmis (1951, 1953). le Myleran ou 1 :4-diméthyl- 
sulfonoxybutane est un agent alkylant qui, on le sait, est considéré comme un 
poison de la mitose et est utilisé 4 ce titre en vue d’un traitement chimiothérapique 
de leucémies myéloides chroniques. Les propriétés biochimiques et physico- 
chimiques ainsi que le mode d'action des agents alkylants biologiquement actifs 
ont ete discutes dans plusieurs revues (Ross, 1953: ALEXANDER. 1954; 1958; Baco 
et ALEXANDER, 1955; GALTON, 1956; BiESELE, 1958: etc.). Toutefois. le mecanisme 
biochimique de leur action biologique n’est pas connu avec certitude. De méme, 
les effets du Myleran sur le métabolisme des acides désoxyribonucléiques (ADN) 
dans Ja cellule vivante ont été peu envisages 

Dans une série de recherches récentes, nous avons étudié a la fois par les tech- 
niques cytologiques, cytochimiques et histoautoradiographiques, le comportement 
de cellules animales normales mises en presence de Myleran. Nous avons cultivé, 
en goutte pendante et suivant nos techniques habituelles, des fibroblastes et 
myoblastes, qui ont été soumis a I’action du Myleran pendant des temps variables 
(quelques heures a 18 jours). Cette substance a été utilisée selon plusieurs modalites 
et, le plus souvent, ajoutée au milieu de culture a des concentrations finales de 

Nos observations cytologiques, portant sur des cellules d’embryons de poulet, 
de souris ou d’embryons humains, ont été exposees ailleurs (Freperic et al., 1959; 
CHEVREMONT ef a/., 1959; dans ce dernier article, se trouve notamment une biblio- 
graphie detaillée); nous n'y reviendrons pas ici. Rappelons seulement que la 
croissance des cultures est peu affectée par le Myleran, méme a forte dose. pendant 
les deux ou trois premiers jours, mais cette croissance et I’activité mitotique sont 
ensuite fortement inhibees, méme avec des doses faibles lorsqu’on fait agir celles-ci 
pendant des temps longs. Nous avons observé egalement que c'est au moment de la 
mitose que la cellule apparait atteinte par le Myleran; les lésions “se manifestent”’ 
a la prometaphase et a la métaphase, mais il est possible que la chromatine ait 
deja été lésce antéricurement. pendant la synthése préprophasique d’ADN 
et meme dans l'intervalle suivant cette synthése D’importantes anomalies 
chromosomiques peuvent alors s’observer Quand Ja cellule-fille retourne a l'état 
interphasique, elle peut présenter des lésions diverses: dans ces conditions. des 


anomalies s‘observent chez des cellules intercinetiques. 


MODIFICATIONS QUANTITATIVES DES A\DN DANS LES CELLULES 


CONSIDEREES INDIVIDUELLEMENT 
Par les techniques cytophotomeiriques, nous avons mesure quantitativement les 
ADN, tels qu’ils sont mis en évidence par la réaction cytochimique de Feulgen. Ces 
mesures Ont porte sur des noyaux interphasiques et sur des hgures mitotiques 
(fibroblastes d’embryons de poulet). Nos observations montrent que le meta- 
bolisme des ADN est profondément modifié sous l’effet du Myleran. Elles ont 
deja ete deécrites ailleurs (BAECKELAND ef a/., 1959; CHEVREMONT ef al., 1959): 


mais nous en rappellerons ici les points essentiels. 
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ADN des fibroblastes traités par le Myleran 


Noyaux interphasiques 
Nous avons dosé les ADN dans des cultures de trois types: n’ayant subi aucun 
repiquage, “‘entretenues” ou transplantées plusieurs fois. 


Cultures n’ayant subi aucun repiquage (voir histogrammes | et Il). Nous avons 


porte surtout notre attention sur des cultures 4gées de 70 hr et mises en présence 
de Myleran a la concentration finale de 1 = 10-* M depuis I’explantation. Dans 
ces conditions, la largeur de la zone d’émigration est inférieure d’un tiers a celle 
des temoins correspondants. L’index mitotique est pratiquement le méme dans les 
deux cas; il est d’ailleurs bas. Les cultures témoins sont en fin de croissance et si 


on y trouve encore quelques mitoses (5°,,,), ce sont les derniéres qui s’y produisent: 


il n'y a pratiquement plus de noyaux qui ont réalisé ou réalisent une synthése 


d°ADN preparatoire 4 la mitose (synthése préprophasique). Dans les cultures 


traitees, par contre, pres du tiers des noyaux d’aspect intercinétique possédent une 
valeur dite tétraploide en ADN. Quant a la moyenne “‘diploide’’, elle est sensible- 


ment la méme dans les cellules traitées ou non (respectivement 5,1 et 5,0 unités 


arbitraires) 
Cultures “entretenues” (voir histogrammes III et IV). Quand les cultures ont 


ete “entretenues’’, sans étre repiquées, le pourcentage des valeurs “tétraploides” 
d’ADN devient nettement plus élevé dans les cultures traitées. Par exemple, aprés 
7 jours en présence de Myleran 0,2 « 10-°M, il atteint 66°, alors qu’il est de 16 


dans les teémoins correspondants ; index mitotique est alors respectivement de | et 


de 5",,,; la valeur diploide moyenne n’est pas modifiée (5,0 et 4,9 unités arbitraires). 


D’autres observations semblables démontrent que les effets de cet agent alkylant 


sont d’autant plus intenses que le temps d'action est plus long et la concentration 


plus élevee 


Cultures transplantées plusieurs fois (voir histogrammes V a VII). Des dosages 


cytophotometriques ont aussi été faits sur des cultures appartenant a des souches 


et agees de 10a 18 jours (concentrations de Myleran 0,2 10-* Met0O,1 10-* M) 


Dans l'ensemble, ces recherches montrent que de nombreux noyaux interphasiques 


de cellules traitées sont devenus nettement plus riches en ADN; en effet, les valeurs 


“tetraploides” deviennent beaucoup plus fréquentes (jusqu’a 60°.) et on trouve 


en outre de nombreuses valeurs “‘octoploides” (par exemple 25—30°,). Dans un 


cas, nous avons méme observe des teneurs atteignant huit fois la valeur ““diploide”’ 


habituelle du noyau en repos intercinétique (valeur “hexadécaploide”): cette 


valeur est tout a fait inhabituelle pour ce matériel cellulaire 


Fait a souligner, la plupart des teneurs en ADN se répartissent en groupes 


principaux, dont les valeurs moyennes sont approximativement comme 2, 4 et 8 


ou méme 16. Entre ces groupes, il y a peu de valeurs intermédiaires, ou méme 


aucune. Ici encore, les effets sont d’autant plus marqués que les cellules sont 


soumises a l'action du Myleran depuis des temps plus longs. 


Les résultats qui viennent d’étre rappelés ont été obtenus sur des noyaux ren- 


contres au hasard dans les cultures (/oc. cit.). Mais, sous linfluence du Myleran, 


des noyaux acquiérent une taille nettement supérieure a la normale et si on dose les 
ADN dans ces noyaux de grande taille, on constate qu’ils ont le plus souvent une 


teneur éelevée: “octoploide”’. 
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Dosages cytophotométriques d‘ADN dans des noya 
En abscisses, les quantités d ADN exprimées en unités arbitraires; en ordonné 


2 4 6 8 10 12 % 2 4 6 8 0 12 % 184 


HisTOGRAMMES | et II. Effets du Myleran | 10-* M dans des cultures Agées de 70 heures et en 
présence de cette substance depuis le début. A droite (11), cultures traitées; a gauche (1), temoins 
correspondants 


6 10 2 6 10 


HistoGrammes Ill et IV. Effets du Myleran 0,2 10-* M agissant pendant 7 jours. Cultures 
“entretenues”. A gauche, culture témoin; a droite, culture traitée depuis lexplantation 
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ADN des fibroblastes traités par le Myleran 


erphasiques de fibroblastes traités par du Myleran. 
Pquence (°,) des différentes classes de valeurs (in Bull. Acad. Méd. Belg., 1959). 


2 6 10 % 1 22 2 30u 5 10 1% 18 22 


6 10 % 18 22 2% 30 34 38 42 464 


HisTOGRAMMES V a VII. Effet du Myleran dans des souches de fibrohiastes. En haut et 4 gauche (V), 

culture témoin qui a subi la réaction de Feulgen en méme temps que les cultures utilisées pour les 

histogrammes VI et VII mais qui n’a subi aucun repiquage et est 4gée de 47 hr seulement. En haut 

et a droite (V1), culture repiquée quatre fois en présence de Myleran 0,1 10-* M et agée au 

total de 12 jours (fixée 2 jours aprés le dernier passage). En bas (VII), cultures transplantées 

quatre fois avec du Myleran 0,2 « 10~*M et agées avssi de 12 jours (fixation 48 hr aprés le dernier 
passage). 
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Dun autre cote, nous avons procédé sur des figures mitotiques 4 des dosages 
cytophotometriques, par la méthode a deux longueurs d’onde. Nous avons ainsi 
constate qu'une certaine proportion de mitoses dans des cultures traitées durant 


un temps suffisant, atteignent des valeurs “octoploides” en ADN, qu'il s’agisse de 


prophases, de metaphases, etc., contrairement a ce qui se passe chez les témoins. 
Des fibroblastes ayant cette particularité sont donc capables d’entrer en mitose 


et de l'achever. Vraisemblablement, il n'y a pas d’accroissement réel du nombre de 


genomes (chromosomes) dans ce cas, si on ne tient pas compte d'une fragmentation 


eventuelle (/oc. cil.). 


Nous venons donc de voir que le Myleran provoque d’importantes modifications 


quantitatives des ADN dans le noyau. II nous a paru intéressant de vérifier en 


outre le pouvoir de synthetiser des ADN que possédent encore les cellules aprés 


une action prolongee de cette substance. 


ETUDE HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE APRES 
INCORPORATION DE THYMIDINE TRITIEIE 


C'est pourquoi deux d’entre nous ont étudié le métabolisme des ADN sous 


influence du Myleran chez le méme matériel mais par les techniques histoauto- 
radiographiques (CHEVREMONT et BAECKELAND, 1959). Dans ce but, de la thymidine 
tritice, precurseur quasi specifique des ADN, a été ajoutée au milieu nutritif des 
cultures, a4 des moments differents et pendant des durées variables (7H-TDN de 
marque Schwarz, U.S.A.; concentration finale 0.8 10-° M; radioactivité de 
0,028 mc/ml). Comme on le sait, la presence, en un endroit, de thymidine tritiée 
est révélée par l’existence de grains d'argent “développés” dans |’émulsion photo- 


graphique en regard de cet endroit. L’incorporation de thymidine, elle-méme. 


signifie que de nouveaux ADN ont ete formes. Si des synthéses d’ADN se pro- 


duisent 4 plusieurs reprises dans une cellule et sa descendance en présence de 
thymidine marquee, celle-ci peut s'accumuler dans le noyau (effet cumulatif) 
Si au contraire cet isotope radioactif n’a été présent que pendant une periode 
courte (correspondant par exemple a la preparation compléte 4 une premiére 
mitose et au deroulement de celle-ci) et si la descendance de cette cellule entre 
plusieurs fois en mitose, les noyaux de ces descendants seront beaucoup moins 
marques, a la suite de la “dilution” des ADN marques par de nouveaux ADN non 
radioactifs (voir aussi les notes au bas des pp. 72, 74 des comptes rendus de ce 
Colloque) 

Voici, essentiellement, les résultats que nous a fournis I"histoautoradiographie, 
dans ces conditions. Pendant toute la durée de ces expériences, qui atternt parfois 
13 jours, il y a du Myleran dans le milieu nutritif des cultures (a la concentration 
de 0.28 « 10°* M). 

La premiére série dexpériences comporte des cultures qui sont en contact a 
la fois avec de la thymidine triti¢e et du Myleran depuis J’explantation et pendant 
toute la durée de |’expérience. Tous les 2 ou 3 jours, c’est-d-dire avant chacune des 
transplantations successives, des cultures sont retirées du lot et préparées pour 
histoautoradiographie. Aprés les 48 premieres heures (0 repiquage), les fibroblastes 
constituant Ja zone de croissance et d’émigration sont comparables dans les cultures 
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Fics. la et 1b. Histoautoradiographies de cultures agees de 5 jours, traitées par du Myleran en 

présence de thymidine triti¢e depuis le début. Les noyaux sont nettement marqués; la disposition 

des grains d'argent traduit aussi, en les “silhouettant’’, les anomalies de forme de certains d’entre 

eux. Background faible, comme dailleurs dans les figures suivantes. Remarquer, dans la partie 

gauche de la Fig. 2, deux petits noyaux accessoires, 4 c6té du noyau principal; ils se trouvent tous 

trois dans une méme cellule, dont les contours ne sont pas distincts ici. A droite de la méme figure, 
autre anomalie nucléaire. ( « 700). 
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Fic. Ic. Histoautoradiographie de cultures en présence du Myleran depuis le début de lexpérience, 


Puls Mises en Outre en presence de thymidine triti¢e pendant les six derniers jours. Durée totale de 


lexpérience: 11 jours. Remarquer notamment les différences dans la taille des noyaux. ( « 313), 


Fics. Id et le. Histoautoradiographie de deux fibroblastes dans une culture traitée par du Myleran 
et en présence de thymidine —*H dés le début de l'expérience, ceci pendant 5 jours, puis par du 
Myleran seul pendant 6 jours, jusqu’a la fixation (au total 11 jours). Noter le marquage assez 
faible des noyaux; ici, [ADN marqué qui a eté synthétisé au début a été “dilué” par des ADN 
non marques, synthetises par la suite. La coloration histologique fait mieux ressortir la forme des 


cellules que dans les figures précédentes. ( . 700) 


q 
> 
“4 
4 
= 
; 
io 
ate 
: 


ADN des fibroblastes traités par le Myleran 63 


traitées aux témoins non traités par cette substance, aussi bien au point de vue de 
l’intensité du ““marquage” par cellule qu’a celui du pourcentage de noyaux marques. 
Ce dernier varie, en effet, de 76 4 98°,, chez les premieres et de 80 4 99°, chez les 
secondes. Quarante-huit heures aprés le premier repiquage, c’est-a-dire au total 
aprés 4 ou 5 jours, de la radioactivité se décéle au niveau de tous les noyaux 
(Fig. la). Comme la densité des grains d'argent développés dans Je stripping film au 
niveau des noyaux devient de plus en plus forte, il semble que la substance radio- 
active se soit accumulée chez ces derniers. Plusieurs jours apreés, cet aspect se 
retrouve intensifié, mais l’exposition des cellules a une quantite relativement grande 
de substance radioactive et pendant des temps assez longs peut appeler certaines 
reserves (action nocive éventuelle sur la cellule): aussi. nous ne tiendrons guére 
compte ici de ces derniers résultats bien qu’ils concordent avec les autres. 

Nous avons signalé plus haut que sous l’effet du Myleran, certains noyaux se 
caracterisent par une grande taille ou montrent des anomalies de forme: méme 
alors, ils ne se distinguent pas des noyaux morphologiquement normaux par une 
intensité différente de leur radioactivité. Quant aux noyaux accessoires, ils sont 
également marqués (Fig. |b). 

Dans la deuxiéme série d’expériences, la thymidine ~*H a seulement été ajoutée 
apres un certain temps: dans un groupe de cultures, elle I’a été 5 jours apres 
lexplantation et a été renouvelée jusqu’au moment du prelevement (11 jours). 
Dans un second groupe, elle a été ajoutée apres I] jours et est restée seulement 
deux jours en contact avec les cultures, c’est-a-dire que le prélevement a eu lieu 
a la fin du treiziéme jour. Une nette incorporation de thymidine est décelable dans 
les deux cas. Dans le premier, tous les noyaux présentent une radioactivité intense 
(Fig. Ic). Dans le second, le pourcentage de noyaux marqués—en 48 hr—s’éléve en 
moyenne a 83°, mais l’incorporation de thymidine tritiée, appreciée par le nombre 
de grains d'argent révélés en regard du noyau, est trés variable d’une cellule a 
l'autre. Bien que ces cellules aient été soumises pendant un temps déja long a 
l’influence du Myleran, la plupart d’entre elles restent donc capables de synthétiser 
des ADN. 

Enfin, dans la troisiéme série, les fibroblastes ont d’abord été cultivés pendant 
2 ou 5 jours avec du Myleran et de la thymidine puis en |’absence de cette derniére 
jusqu’au onziéme jour. Tous les noyaux se révélent alors marqués, mais de facgon 
peu intense (Fig. Id et le). Il semble done que les ADN pour la synthése desquels 
les cellules ont utilisé de la thymidine tritiée aient été “dilués” par des ADN non 
marques, en d'autres termes que des ADN nouveaux ont été synthétisés par la 
suite. Nos résultats apportent une preuve indirecte de |’existence de cette synthése. 


Ces diverses recherches histoautoradiographiques montrent donc qu’une nette 
incorporation de thymidine triti¢e se produit dans les fibroblastes soumis a l’action 
plus ou moins prolongée du Myleran, méme quand leur activité mitotique est 
réduite. L’intensité de cette incorporation est notamment en rapport avec l’augmen- 
tation fréquente de la teneur individuelle en ADN observée aprés réaction de 
Feulgen chez un pourcentage élevé de noyaux. Ces observations sont en accord 
avec les interprétations que nous avions proposées précédemment et elles les 
renforcent (CHEVREMONT ef a/., 1959). 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 


L’ensemble de nos expériences nous autorise 4 proposer quelques hypothéses 
permettant d’expliquer les faits observés et concernant Je métabolisme des ADN 
en présence du Myleran ainsi que la synthése d’ADN en général. 

Tout se passe comme si les ADN subissaient, pour une cellule donnée, l’évolu- 
tion suivante. Lors d'une premiére mitose en présence du Myleran, les désoxy- 
ribonucléoprotéines sont atteintes. Chacune des cellules-filles résultant de cette 
mitose posséde 4 ce moment une quantite diploide d’ADN; ceux-ci étant altérés, 
la cellule en synthétiserait 4 nouveau une quantité équivalente, mais normale. A 
ce stade, la cellule posséde donc dans son noyau une quantité de désoxyribonucléo- 
protéines correspondant 4 quatre ADN, et son cytoplasme, de méme que son 
noyau, tendent 4 augmenter de volume; son chondriome, notamment, tend lui 
aussi a s’accroitre. Quand cette cellule, devenue ainsi tétraploide, effectue sa 
synthése preprophasique d’ADN préparatoire 4 une deuxiéme mitose, elle syn- 
théetiserait quatre nouveaux ADN, devenant ainsi octoploide. Il ne nous est toute- 
fois pas possible d’affirmer que de ces quatre nouveaux ADN tous sont qualitative- 
ment normaux ou seulement deux d’entre eux. Bien que cela ne soit pas démontre, 
nous serions plutot enclins a admettre Ja premiére de ces possibilités. 

Lors de cette deuxi¢me mitose, les huit ADN seraient tous modifiés dés les 
premieres phases; cette division une fois achevée, on aurait ainsi deux cellules-filles 
possedant chacune quatre ADN altérés. Pendant Iintercinése subséquente, chacune 
d’elles synthetiserait a son tour quatre nouveaux ADN suivant le méme processus 
que celui suggere ci-dessus et deviendrait octoploide avant méme de commencer une 
éventuelle synthese préeprophasique ulterieure. Si celle-ci se produisait, en prépara- 
tion a une troisi¢me mitose, la quantité d-ADN deviendrait alors hexadécaploide ; 
des valeurs de cet ordre ont été effectivement trouvées dans nos dosages. 

Sous certains aspects, nos experiences suggérent donc que la synthése des ADN 
ne se ferait pas selon la conception classique, c’est-a-dire d’aprés “modéle” par 
duplication de materiel existant, mais selon un autre processus, comme d”™“‘aprés 
un plan’. Dans ce dernier processus, interviendrait peut-étre le chondriome. 


RESUME 


Nous avons ctudie le comportement de cellules animales normales cultivées 
in vitro en presence du Myleran pendant des temps variables (de quelques heures 
a 18 jours). Les alterations cytologiques et linhibition de la croissance provoquées 
par cette substance ayant déja été exposées précédemment, le présent rapport 
concerne essentiellement l'étude quantitative des ADN, que nous avons abordée par 
cytophotometrie de cellules individuelles aprés réaction de Feulgen ainsi que par 
histoautoradiographie apres incorporation de thymidine tritiée. 

Le Myleran modifie profondément le métabolisme des ADN; il provoque une 
augmentation de la quantité de matériel Feulgen positif dans les noyaux inter- 
cinetiques. Cet effet devient de plus en plus marqué avec le temps: augmentation 
de la fréquence des noyaux a valeur “tétraploide”, apparition de noyaux a valeur 
octoploide (voire méme hexadécaploide), accroissement progressif de leur nombre, 
etc. I] ne semble cependant pas qu’il y ait augmentation du nombre de génomes, 
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Si On ne tient pas compte d'une fragmentation éventuelle. La fréquence des mitoses 
est tres faible; il y a donc, sous |’effet du Myleran, une dissociation entre Ja fré- 


quence des valeurs tétraploides d’ADN et celle des mitoses. Des dosages cyto- 


photométriques (méthode a deux longueurs d’onde) de figures mitotiques montrent 


qu'une certaine proportion de mitoses dans des cultures traitées pendant un temps 


suffisant atteignent des valeurs octoploides d’ADN, qu'il s’agisse de prophases, 
metaphases, etc., contrairement A ce qui se passe chez les témoins. Des fibroblastes 


ayant cette particularite sont donc capables d’entrer en mitose et de l’achever. 
Les histoautoradiographies mettent en évidence qu'une nette incorporation de 


thymidine triti¢e se produit dans les noyaux, méme quand I’activité mitotique est 


réduite. L’intensité de cette incorporation est notamment en rapport avec l"augmen- 


tation de fréquence de la teneur individuelle en ADN chez un pourcentage élevé de 
noyaux. Les cellules possédent donc encore le pouvoir de synthétiser des ADN, 


méme apres une action prolongée du Myleran. 


Une hypothése est proposée, qui permet d’expliquer les faits observés. Selon 


cette hypothése, la cellule synthétiserait aprés chaque mitose une quantité nouvelle 


d’acides désoxyribonucléiques en compensation de ceux qui auraient été altérés par 


le Myleran; elle réaliserait ensuite sa synthése préprophasique préparatoire a la 
mitose suivante, en doublant la quantité d’-ADN présente alors dans le noyau 
Ainsi, les ADN augmenteraient dans les noyaux au cours du temps. 

Sous certains aspects, en outre, nos expériences suggérent que la synthése des 


ADN ne se ferait pas selon la conception classique, c’est-a-dire d’aprés ““modéle” 


par duplication de matériel existant, mais selon un autre processus, comme d’ “aprés 


un plan”. 
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M. CHEVREMONT, E. BAECKELAND et J. FrReDeRIC 


DISCUSSION 


J. Huppert: Les cellules “‘anormales” peuvent-elles étre cultivées ultérieurement 
si on enléve le Myleran”? 

M. CHEVREMONT: Nous avons fait des experiences 4 ce sujet. Des cultures 
ont été cultivees pendant 12 jours en présence de Myleran, puis repiquées en 


milieu dépourvu de cette substance. La croissance, qui était devenue faible, 


reprend nettement dans la plupart des cas; ainsi, les effets du Myleran paraissent 
bien étre réversibles, tout au moins en ce qui concerne Ja croissance. Il s’agit la 
d’experiences preliminaires et des recherches plus approfondies sont en cours 

A. Love.ess: Est-ce que l’aspect des chromosomes d'une cellule montrant une 
teneur en ADN trés élevée est, du point de vue largeur, entiérement normal ? 

M. CHEVREMONT: Comme nous I’avons décrit en détail ailleurs (voir Bull. Acad 
VMeéd. Belg., 1959), les chromosomes ont fréquemment un aspect anormal dans des 
mitoses de fibroblastes traites par le Myleran, consistant notamment en irrégulari- 
tes de diametre sur leur longueur; il est assez difficile, dans ces conditions, d’évaluet 
le “diametre moyen”. Il ne semble cependant pas que ces chromosomes soient 
epaissis de maniére notable. Nous envisageons de reprendre cette question sur un 


autre materiel plus favorable a ce point de vue 


66 
4 
“Ga 
J 
= 
Vol. 
= 
3 


Biochemical Pharmacology, 1960, Vol. 4, pp. 67-78. Pergamon Press Ltd., Printed in Great Britain 


CONTRIBUTION CYTOCHIMIQUE ET 
HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE A L°ETUDE DU 
METABOLISME ET DE LA SYNTHESE DES ADN DANS 
DES CELLULES ANIMALES CULTIVEES JN VITRO—II 
ETUDE DES ACIDES DESOXYRIBONUCLEIQUES DANS 
DES CELLULES ANIMALES SOUMISES VIVANTES A L’ACTION 


DE DESOXYRIBONUCLEASES NEUTRE OU ACIDE. 
SYNTHESE ET ACCUMULATION CYTOPLASMIQUES D’ADN 


M. CHEVREMONT, E. BAECKELAND et S. CHEVREMONT-COMHAIRI 


Institut d’Histologie, Université de Liége, Liége, Belgique 


The metabolism and the synthesis of DNA are studied in cells (cultures 


Abstract 
of fibroblasts) which have been placed, alive, in contact either with neutral deoxyrib- 


onuclease or w.th an acid deoxyribonuclease extracted from the thymus. The present 


paper deals mainly with the results obtained by the Feulgen reaction and more 


especially with those obtained by cytophotometric quantitative estimations on 


individual cells. Results of histoautoradiographic techniques based on the incor- 


poration of thymidine labelled by tritium as a ““marker”’ are also specially considered 


Under the influence of high concentrations in one or the other of these enzymes, 
the mitotic activity of the fibroblasts is zero or low. Once, however, a mitosis has 
begun, it proceeds normally. The chondriome is highly modified and mitochondria are 


transformed into “balls”, “inert”, which become numerous in time 
The quantitative measurements of DNA and the histoautoradiographs show 


clearly that for the two enzymes the percentage of so-called “tetraploid” values of 


DNA in the interkinetic nuclei and the percentage of labelled nuclei are markedly 


diminished compared with the corresponding controls. These diminutions are, how- 
ever, generally smaller than that of the mitotic index. A synthesis of DNA thus takes 


place}but not frequent and not always followed by mitosis 
In the case of the two enzymes, the mean DNA content of the nuclei in interkinetic 


pause (diploid value) is not reduced. This underlines its constancy in the living cell in 


spite of the activity of the enzymes added to the cultures. 
An important difference between the two enzymes appears which concerns the 


cytoplasm. As a matter of fact numerous modified mitochondria are clearly 


Feulgen positive in the case of acid DNase but not of the neutral one. The quantity 


of DNA so present in the cytoplasm can reach approximately nine-tenths of that of 
the nucleus (diploid value). Histoautoradiographs demonstrate that these cytoplas- 


mic DNA do not come from the nucleus. A series of facts and arguments show that 
not only there is an accumulation of DNA in the modified mitochondria but that 
also a synthesis of DNA in the cytoplasm takes place. 

These results together with some other observations of ours favour our hypothesis 
that a synthesis of DNA (or of intermediate material), normally takes place in the 
More precisely, this synthesis should take 


cytoplasm, at least at certain periods 
place at mitochondrial level with a subsequent passage into the nucleus. In some 
particular conditions leading to disturbances of the chondriome, these DNA 
should be accumulated in mitochondria being modified and “immobilised”, in which 


they are thus easily detected 
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SouMIS vivants a de fortes concentrations de désoxyribonucléase (DNase) neutre 
ou de désoxyribonucleéase acide, les fibroblastes d’°embryons de poulet sont pro- 
fondement influences et modifies. Pour ces expériences, ont été utilisées soit de la 


DNase neutre ou I, de marque GBI ou Worthington, a des concentrations finales 


1206 
thymus de veau (activite finale par ml correspondant en tubes a environ 30—37,5 
unites selon Kunitz par ml et a pH 4,5; FReDERICQ et OTH, 1957; FREDERICQ e7 a/., 
1960) 


Dans ces conditions et a des concentrations élevées, la croissance des cultures est 


de , soit une DNase acide ou de type II, spécialement préparée a partir de 


profondément inhibee. Les effets de ces enzymes ont été étudiés: (1) du point de 
vue cytologique, notamment par des examens en contraste de phase et a fort 
grossissement de cellules vivantes; (2) du point de vue cytochimique, particuliere- 
ment par des dosages cytophotometriques dans des cellules mesurées individuelle- 
ment apres reaction de Feulgen (pour la mise en évidence histochimique des 
acides desoxyribonucleiques ADN); et (3) par histoautoradiographie apres incor- 
poration de thymidine triti¢e, precurseur quasi spécifique d’-ADN.* 


MODIFICATIONS CELLULAIRES 

Les alterations cytologiques des fibroblastes ont été décrites en détail ailleurs 
(CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE, 1957a,.b; CHEVREMONT ef a/., 1959c) 
Nous en rappelons ici quelques points importants 

Le chondriome des fibroblastes est profondement modifié (Fig. 1): de nombreux 
chondriosomes sont transformés en éléments sphériques qui perdent leur ““mobilité”’ 
caracteristique; leur nombre augmente a la longue par formation de nouveaux 
chondriosomes filamenteux qui a leur tour se transforment en “boules”’. L’ activité 
mitotique est nulle ou faible. Pour “entrer en mitose”’, il est indispensable que la 
cellule possede encore une quantite suffisante de chondriome normal, mais quand 
une mitose se produit, elle ¢volue normalement. Différents arguments indiquent 
que nous avons affaire ici 4 un nouvel exemple d’ “inhibition préprophasique™ de 
la mitose (CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE, 1953). 

Si Paspect morphologique des chondriosomes modifiés est le méme sous l’influence 
de la DNase neutre et de la DNase acide, ces éléments presentent des caracteres 
cytochimiques tout a fait particuliers dans le cas de la DNase acide (Fig. 2 et 3): 
celle-ci modifiec profondement, et d'une maniére spéciale, le métabolisme des ADN 


cellulaires. 


PRESENCE D’ADN DANS DES CHONDRIOSOMES MODIFIES 
PAR LA DNASE ACIDI 


Des 1956-1957, deux d’entre nous ont signalé, pour la premiére fois, la présence 
d’ADN dans le cytoplasme de cellules normales de vertébrés et ont attiré |’attention 
sur l’interét que ce fait présente pour |’étude du métabolisme cellulaire des ADN 
En effet, beaucoup de chondriosomes en “boules” sous l’influence de la DNase 
acide contiennent des ADN, tels qu’ils sont mis en évidence par la réaction de 
Feulgen (CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE, 1957a,b) (voir Fig. 3). I 


s‘agit bien d'une veritable réaction de Feulgen, elle a été contrdélée de plusieurs 


* Ces recherches ont été subsidiées par le Centre Anticancéreux prés l'Université de Liége et le 
Centre National Belge de Génétique 
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Fic. |. Fibroblaste photographié vivant en contraste de phase. Culture au milieu nutritif de 
laquelle de la DNase acide a été ajoutée a la concentration finale de .,. Culture 4agée de 48 hr. 
Dans le cytoplasme, on distingue de nombreux chondriosomes modifiés en “boules”™ ainsi que 
quelques chondriosomes filamenteux d’aspect normal. 
Fic. 2. Réaction de Feulgen (pour la mise en évidence cytochimique des ADN) dans une culture 
traitée vivante par de la DNase neutre. Culture A4gée de 48 hr. On voit les noyaux, bien positifs, 
de trois cellules ainsi que, peu distinctement, des grains cytoplasmiques non colorés (Feulgen — ) 
qui correspondent a des chondriosomes en 1700.) 


Fic. 3. Réaction de Feulgen dans une culture traitée vivante par de la DNase acide. Culture 


agée de 48 hr. On voit une cellule assez étalée, avec son noyau et son cytoplasme chargé de grains 


colorés, c’est-a-dire Feulgen — (en noir ici); ces derniers correspondent a des chondriosomes modi- 
fiés, semblables a ceux de la Fig. 1. ( - 2600.) (CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE, 1957a, b). 
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Fic. 4. Histoautoradiographie d'une culture témoin Microphotographie & moyen grossissement 


Culture normale au milieu nutritif de laquelle de la thymidine tritiée (solution (b) ) a été ajoutée 


des lexplantation 


culture agée de 48 hr. Les grains noirs correspondent aux grains d'argent 


déeveloppés dans l'émulsion aux sites de radioactivité, c'est-a-dire en regard des endroits ol de 


la thymidine triti¢e a été incorporée. Légére coloration de fond de la culture, par une hématoxy- 


line; il en est de méme pour Figs. 5 a 8. Faible background. Dans cette figure, pratiquement tous les 


noyaux sont “marques”; on y reconnait cing mitoses, marquees elles aussi (une métaphase et 


quatre ana-télophases). ( 312.) 


FiG. 5. Histoautoradiographie d'une culture traitée vivante par de la DNase acide. Culture 
agée de 48 hr; solution (b) de thymidine: concentration finale de enzyme Une minorité 


de noyaux sont marqués. Dans cette figure, pas de mitoses. ( « 312.) 


ag 
® 
2 
a 4 
a 
q 
a 
4 Vol. 
19060 
4 
“€ 
“ 


ADN de cellules animales traitées vivantes par des DNases neutre ou acide 69 


maniéres. La quantité totale d’ADN ainsi présente dans le cytoplasme d’une 
cellule peut atteindre approximativement neuf-dixiémes de la quantité d’ADN 
contenue dans le noyau (valeur diploide), comme |’ont montré des dosages cyto- 
photometriques dont il est question ci-aprés. 

Il y a done accumulation nette d’ADN au niveau de chondriosomes modifiés. 
Semblable localisation cytoplasmique d’ADN qui, par certains aspects, rappelle 
des “inclusions virales”, a aussi été observée dans deux autres cas, sans qu’il 
y ait eu addition aux cultures de DNase acide. En effet, quand des chondriosomes 
sont modifies sous l’influence du trihydroxy-N-méthylindole, “inhibiteur pré- 
prophasique” de la mitose (CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE, 1953), 
beaucoup donnent une réaction de Feulgen positive, bien que Jeur nombre soit 
moins elevé et que l’intensité de la réaction soit en général plus faible pour chacun 
d’eux (BAECKELAND ef a/., 1958). Nous en avons aussi retrouvé dans des cellules 
simplement refroidies vers 20°, chez lesquelles le chondriome est également 
modifié (observations non publiées de CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRI 
1958). Notons que dans ces divers cas, il s’agit d’expériences d’assez longue durée 
(de 1 a 3 jours). 


DOSAGES CYTOPHOTOMETRIQUES D’ADN 

Nous avons effectué une série de dosages cytophotométriques aprés réaction 
de Feulgen sur cellules individuelles, fixées aux vapeurs d’acide osmique puis a 
alcool éthylique a 80 vol. °.,. L’appareil utilisé est celui que notre collaborateur H. 
FIRKET a réalisé et mis au point dans notre laboratoire (FiRKET, 1956, 1958) d’aprés 
les conseils de Mme C. LEUCHTENBERGER (appareillage selon POLLISTER et MOses, 
POLLISTER et ORNSTEIN, etc.); l’équipement électrique est d’ “Electrophysique” 
(Bruxelles). Notre installation présente entre autres l’avantage de fournir une 
microphotographie de chaque noyau mesuré. Les mesures s’effectuent en lumiére 
visible, &@ une ou deux Jongueurs d’onde (monochromateur de Leitz). Pour les 
noyaux intercinetiques des cultures de tissus d’embryons de Poulet, la précision 
obtenue (deviation standard) pour les valeurs individuelles est de l’ordre de 11 a 
12,5°,, par rapport a la moyenne (FiRKET, 1958, p. 43; BAECKELAND). Exception- 
nellement, pour des series de noyaux ou les extinctions faibles étaient fréquentes, le 
coefficient de variation s'est parfois élevé jusqu’a 15°. Pour les cellules de Mammi- 
feres, il est de l’ordre de 8 a 10°,, avec notre appareil. Quant aux mitoses, elles 
ont ete mesurées par la méthode a deux longueurs d’onde. 


Désoxyribonucléase neutre 

Ces mesures quantitatives montrent que la teneur moyenne en ADN des noyaux 
en repos, c’est a dire la valeur diploide, n’est pas abaissée (voir Tableau 1). Par 
contre, le pourcentage des valeurs dites tétraploides en ADN, qui, dans notre 
materiel, correspondent aux noyaux encore intercinétiques mais en train d’effectuer 
ou ayant deja effectué la synthése—préprophasique—d’ADN, est nettement 
diminué par rapport aux cultures témoins correspondantes. 

Quant aux dosages effectues sur des figures mitotiques, ils nous ont fourni, pour 
les cultures traitées par l’enzyme, les mémes résultats que pour les témoins. En 


3 
4 
4 
4 
= 
as 
i 
Le 
~ 
srt 


M. CHEVREMONT, E. BAECKELAND et S. 


TABLEAU |. ACTION sUR LES ADN pe LA DNASE NEUTRE AJOUTEI 
AUX FIBROBLASTES VIVANTS 


Cultures traitées , Cultures traitées , Cultures témoins 


Index de Index de Index Ge 

mito- valeurs Valeur mito- valeurs Valeur mito- valeurs Valeur 

t “tétra- diploide tique “tetra- diploide tique “tétra- diploide 
ploides” moyenne ) ploides” moyenne ploides” moyenne 


index Mique” correspond au nombre de figures mitotiques pour 1000 cellules: il est 
ipr es numerations portant au moins sur 1000 cellules, parfois jusqu’a plus de 2000 


irs, nous qualihons de “téetraploides” les valeurs en ADN dépassant la “valeur 
100 ou meme un peu plus; rappelons aussi que ces termes désignent des 

quantites d ADN et non des nombres de chromosomes ou de génomes 
Ces teneurs en ADN sont exprimées (dans les trois tableaux et dans le texte) en unités arbi- 


traires. Ces dermieres sont les mémes pour chaque groupe ou série de cultures; pour chacun de 


ceuXx-< i re de Feulgen est effectuée en méme temps et de la méme facon sur les cultures 


traitees par I'¢ me et sur les temoins correspondants. Le nombre d'unités exprimant la teneur 
en ADN peut ¢ varier d'une expérience a l'autre; il faut le comparer chaque fois aux chiffres 
obtenus pour les témoins correspondants 


d'autres termes, lorsque la mitose se produit dans ces conditions, les teneurs en 
ADN ne sont pas modifiées. 

Certaines precautions doivent étre prises pour éviter que la DNase neutre ne 
continue a agir sur les cellules mortes, pendant et aprés la fixation, et n"hydrolyse 
les ADN des cellules fixées (CHPVREMONT e7 a/.. 1958a). Nous avons notamment 
cherche 4 inactiver "enzyme en ajoutant, a l’alcool du fixateur, du fluorure de 
sodium, inhibiteur de cet enzyme. 


Désoxvribonucléase acide 

Pour cet enzyme, nous devons considérer a Ja fois noyau et cytoplasme. En ce 
qui concerne ce dernier, nous avons signalé plus haut que des ADN étaient nette- 
ment deécelables par la réaction de Feulgen dans de nombreux chondriosomes 
modifiés sous linfluence de la DNase acide. Bien que le dosage soit A la limite 
des possibilites de notre appareil, nous avons pu apprécier, dans les conditions 
favorables, ‘ordre de grandeur des quantités d’ADN cytoplasmique (méthode a 
deux longueurs d’onde; pour plus de détails et la discussion, cf. CHtévREMONT. 
et al., 1959c). C'est surtout aprés 2 et 3 jours et pour de fortes concentrations en 
enzyme que de nombreux chondriosomes en “boules” sont nettement positifs 
a la reaction de Feulgen (Fig. 3). Bien que leur nombre soit variable, il atteint 
souvent une so:xantaine par cellule. Pour des grains mesurés isolément, nous avons 
pu estimer que la richesse en ADN de chacun d’eux correspond, en moyenne, 
a 1,6°., de la valeur diploide en ADN du noyau. Dans les conditions favorables. la 
quantite d’'ADN présente dans le cytoplasme de ces cellules s’éléve ainsi approxi- 
mativement aux neuf-dixiémes de celle du noyau. Au total, la teneur en ADN par 


cellule (noyau plus cytoplasme) ne dépasse donc pas la valeur tétraploide propre- 
ment dite (quatre ADN). 
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Malgré la présence inhabituelle d’ ADN dans le cytoplasme en quantité relative- 
ment considérable et malgré ses effets sur l’activité mitotique, la DNase acide ne 
modifie pas la moyenne de la teneur en ADN des noyaux en repos intercinétique, 


du moins dans des proportions significatives (voir Tableaux 2 et 3). Celle-ci reste 


TABLEAU 2. HISTOGRAMMES DES TENEURS EN ADN DE NOYAUX INTERCINETIQUES 
DANS DES CULTURES TRAITEES VIVANTES PAR DE LA DNASE ACIDE. 


Cultures Agées de 48 heures, appartenant 4 une méme série. A gauche, cultures témoins (trois); 
190 noyaux mesurés. A droite, cultures traitées par DNase acide a - 120 noyaux mesurés 
(quatre cultures). En abscisses, la quantité d ADN exprimée en unités arbitraires; en ordonnées, 


fréquence (°,) des valeurs des différentes classes. 


TABLEAU 3. EFFETS D'UNE DESOXYRIBONUCLEASE ACIDE SUR DES FIBROBLASTES 


Cultures traitées vivantes par 
enzyme Cultures témoins correspondantes 


Index valeurs Valeur Index valeurs Valeur 
mitotique ‘tétra- diploide mitotique “tétra- diploide 
ploides”™ moyenne (X.) ploides” moyenne 


US 8 3,9 


ours 


1] jours 
3 passages 
48 hr) 


13 yours 
4 passages 
48 hr) 


15,5 


N.B.: Les nombres situés sur une méme ligne horizontale correspondent a des cultures traitées 
nar la réaction de Feulgen en méme temps et exactement de la méme fagon: les mesures ont ete 
faites A des moments aussi rapprochés que possible (voir aussi la légende du Tableau 1). Pour les 
cultures non repiquées (= fixées 1, 2 ou 3 jours aprés l’explantation), la concentration finale en 
DNase acide était 4; pour les souches (cultures 4gées de 11 et 13 jours), la concentration utilisée a 
été légérement inférieure, de fagon a obtenir une croissance faible, mais suffisante pour les 


découpages et transplantations. 
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donc constante, dans les limites d’erreurs de la méthode. Que la cellule contienne 
ou non des “boules” Feulgen positives, les valeurs diploides moyennes sont sem- 
blables; par exemple 4,7 pour des cellules 4 nombreuses boules Feulgen+-, 4,5 
pour des cellules a rares “boules” positives et 4,6 pour le témoin correspondant 

Frequemment aussi, les nucléoles donnent une nette réaction de Feulgen, sous 
l'influence prolongée de la DNase acide (CHivREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE. 
1957; CHEVREMONT ef a/., 1959c). Déja assez fréquent dans les cultures non 
repiquces qui sont agees de 3 jours, cet aspect s’observe dans Ja plupart ou méme 
dans presque toutes les cellules appartenant a des souches. En nous plagant dans 
les meilleures conditions pratiques possibles, nous avons cherché a estimer la 
quantite de ces ADN nucleéolaires; en accord avec les examens directs. les ADN 
semblent alors plus concentrés au niveau des nucléoles que dans le reste du 
noyau. Mais dans ces conditions, la moyenne de la teneur totale du noyau en ADN 
n'est pas modifi¢e de facon significative. 

Quant au pourcentage des valeurs “‘tétraploides” en ADN dans des cellules 
d’aspect intercinétique, il est fortement diminué, comme pour la DNase neutre 
(voir Tableaux 2 et 3) 

Pour la teneur en ADN des figures mitotiques, il n’y a rien de particulier a 


signalet 


ETUDE HISTOAUTORADIOGRAPHIQUE DE L*INCORPORATION DE 
THYMIDINE TRITIEE AU NIVEAU DES NOYAUX 

En presence de DNase neutre 

Nous avons vu plus haut que la DNase neutre, A des concentrations élevées. 
inhibe fortement la croissance des cultures et l’activité mitotique des fibroblastes 
Lorsque de la thymidine tritiée a été ajoutée au milieu nutritif de cultures corres- 
pondantes*, examen des préparations histoautoradiographiques montre, en 
resume, les faits suivants (CHEVREMONT er a/., 1959d). Le pourcentage des noyaux 
d’aspect intercinétique ayant incorporé de la thymidine tritiée est fortement 
diminue. Par exemple, atteignant 67°, aprés 24 heures et pres de 100°, aprés 48 
heures dans les témoins, il s’abaisse 4 13°, aprés 24 heures et 14 apres 48 heures 


* La thymidine tritiée que nous avons utilisée le plus souvent (de marque Schwarz, U.S.A.) 
a une activite specifique soit de 0,36 c/m-mole soit de 1,8 c/m-mole. Dans le premier cas, la 
thymidine a une concentration finale, dans le milieu de culture. de 0.8 10°’ M et une radio- 
activite de 0,028 mc/ml (solution (b) ); dans le second cas. la méme concentration, 0.8 10° M 
mais une activite de 0,14 mc/ml (solution (c) ). Dans les conditions ott nous nous sommes places, 
la thymidine 


tere pas la croissance des cultures ni les caractéres Cytologiques des cellules 
(Nos moda Ss techniques ont ete décrites ailleurs (CHEVREMONT ef al., 1959a, d.) C'est surtout 
avec la solution de thymidine tritiée que nous avons eu les résultats les plus démonstratifs 
(voir Fig Juand i s‘agit de trés petites quantités locales de thymidine, il est en effet indis- 
pensable d‘ut r une thymidine suffisamment radioactive, en particulier ici pour mettre en 
evidence un marquage significatif du cytoplasme 

Des cultu de tssus dont le milieu nutritif n'a pas été additionné de thymidine tritiée, 
ont été soun aux memes manipulations que les préparations histoautoradiographiques 
habituelles (fixat histologique, lavage, placement du stripping film, etc.). Dans ces conditions, 
le background ait similaire 4 celui des autres préparations renfermant de la thymidine tritiée ou 
plus faible encore. En ce qui concerne nos autres cultures. ce background peut étre di a deux 
facteurs: un certain autodéveloppement de lémulsion photographique et la radioactivité d'un peu de 
thymidine resté¢ € quelle dans le milieu ou dans la cellule, c’est-a-dire non incorporée dans des 
ADN et non totalement éliminée par lavage 
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Fic. 6. Plusieurs noyaux intercinétiques et figures mitotiques marqués par de la thymidine triti¢e 
(solution (b)). Microphotographies a fort grossissement d‘histoautoradiographies de cultures 
témoins, Agées de 40 hr. De haut en bas: métaphase, anaphase, ana-télophase et telophase. Le 
“marquage”™ est bien localisé 4 hauteur des groupes chromosomiques et des noyaux. Le cytoplasme 


des cellules en mitose et celui des cellules intercinétiques ne sont pas marqués, mais ils sont plus 


ou moins visibles, grace 4 une légére coloration histologique. Quant aux grains noirs disperses 
et apparents entre les cellules, ils correspondent a un léger “voile de fond” (background). (« 1365.) 
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Fics et 8. Memes cellules photographiées avec deux mises au point différentes. dans une 
Preparation histoautoradiographique d'une culture dont le milieu nutritif contenait de la DNase 


acide (.,) et de la thymidine tritiée (solution (c) ). ( - 912.) 


Fic. 7. Mise au point surtout sur le cytoplasme des cellules, montrant notamment des “boules” 
grisatres qui sont des chondriosomes modifiés 


Fic. 8. Mise au point sur les grains d'argent situes dans (émulsion photographique étroitement 

Superposes aux cellules. Distance approximative entre les plans correspondant aux deux mises 

tu point: O,5—1 u. Ces grains indiquent les sites cellulaires oti se trouve de la thymidine radioactive. 

On voit que les cytoplasmes sont nettement marqués et tranchent sur les espaces intercellulaires. 

Au bas des deux figures, portion d'un noyau marqué; les autres noyaux visibles dans les figures 
(avec leurs nucléoles) ne sont pas marqués. 
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. 1 ) 
pour la concentration finale en DNase neutre de 459, et 4 32 et 44°, pour celle de 
soo: Les mitoses, peu nombreuses, sont marquées de la facon habituelle. Aucun 


marquage significatif n’a été observé au niveau du cytoplasme. Ici encore, des 
precautions ont été prises pour éviter une action éventuelle de la DNase sur les 


cellules fixées. 


En présence de DNase acide 
Comme avec I’enzyme précédent et alors que J’activité mitotique des cultures 


est faible ou nulle, le pourcentage de noyaux intercinétiques ayant incorporé de 
la thymidine-*H (7HTDN) est de l’ordre de 20 4 26°, pour les 30 A 48 premiéres 


eae 


a heures alors qu'il s’éléve 4 90-95°,, et plus dans les noyaux des témoins corres- 
2 pondants (CHEVREMONT ef a/., 1959a, d) (voir Figs. 4 et 5). 

4 Mais, dans les conditions favorables, un fait particulier se révéle qui, a notre 
ze: connaissance n'a jamais été signalé pour les cellules somatiques: le cytoplasme des 


cellules traitées par notre DNase acide est nettement marqué; en d’autres termes, 


de la thymidine a été incorporée dans le cytoplasme (Fig. 8). Les grains d’argent., 


visibles dans l’émulsion photographique étroitement superposée aux cellules, 


semblent bien étre en rapport avec les “boules” mitochondriales, situées immédiate- 


ment en dessous (Fig. 7). Il ne s’agit pas d’un phénoméne exceptionnel car, dans 
les conditions favorables (concentration de l’enzyme, radioactivité suffisante de la 
“HTDN, /oc. cit.), pratiquement toutes les cellules sont marquées. Toutefois, 
il existe une certaine variabilité dans |’intensité du marquage cytoplasmique. 


Quant aux noyaux, ils sont soit marqués soit non marqués; mais, fait 4 souligner, 


nous n’avons jamais observé, dans ces conditions, de noyau marqué avec cyto- 


plasme correspondant non marqué. C’est-a-dire que le marquage du cytoplasme 


n'est pas postérieur a celui du noyau. 


CONCLUSIONS 


Dans les conditions ol nous nous sommes placés, |’activité mitotique des fibro- 


blastes est fortement inhibée, ou méme supprimée par Ja DNase neutre ou par la 
DNase acide.* Mais la teneur en ADN des noyaux en repos intercinétique 
napparait pas modifi¢e. En dehors de phénoménes mitotiques, la quantité ADN 


dans le noyau vivant reste donc constante—aux erreurs techniques de la méthode 
pres—malgre l'activité des enzymes employés; d’autre part, il n’y a pas non plus 
d’incorporation nucléaire de thymidine. Ces derniers points font ressortir en outre 


la “protection” dont jouissent les ADN nucléaires dans la cellule vivante contre 


ces enzymes, méme utilis¢és 4 dose considérable. I] est vraisemblable que ces 


enzymes ajouteés aux cultures pénétrent dans la cellule mais, comme on n’observe 
pas de preuve directe de leur intervention dans le noyau, on peut admettre qu’ils 
ne penetrent pas dans ce dernier (obstacle constitué par la membrane nucléaire, 


par exemple) ou, s‘ils le font, quils se trouvent en présence d™‘inhibiteurs” 
puissants. Ces résultats different de ceux fournis par la ribonucléase qui, elle, est 


* Pendant la rédaction du présent travail, nous avons eu connaissance de recherches effectuées 
avec de la désoxyribonucléase neutre ou I trés diluée sur des oeufs, par ZAHN er al. (1959a, b) 
A la dilution de 1/300 000 cet enzyme favorise le développement des oeufs fécondés de Sphaerechinus 
granularis (ZAHN et al., 1959a) et d’Arbacia pustulosa (ZAHN et al., 1959b). 
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capable de pénetrer dans le noyau, ou du moins sous l’influence de laquelle on 
voit des signes d’atteinte d’élements nucléaires dans la cellule traitée vivante: 
perte des acides ribonucléiques (ARN) nucléolaires, altération de la chromatine, 
etc. (CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE, 1957). 

Une incorporation de thymidine et une synthése d’ADN se produisent cependant 
dans un pourcentage peu ¢leve de noyaux, vraisemblablement en rapport avec une 
certaine préparation a la mitose, cette derni¢re ne se réalisant que rarement.* 

Le chondriome est profondément perturbé, a la fois par Ja DNase neutre et la 
DNase acide. Pour différentes raisons, nous pensons bien qu'il s’agit ici d’une 
“inhibition preprophasique™ de la mitose li¢e, au moins en partie, a l’atteinte du 
chondriome (CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE, 1953; CHEVREMONT, 
1959: etc.). 

La réaction de Feulgen, d’une part, les techniques histoautoradiographiques, 
d’autre part, ont donne des résultats trés différents pour les deux enzymes employes 
mais concordants pour un méme enzyme. Seule notre DNase acide provoque en 
effet une accumulation nette d ADN dans le cytoplasme, plus précisément au 
niveau de chondriosomes modifies (réaction de Feulgen nettement positive). De 
son cote, lhistoautoradiographie démontre en outre qu'il y a incorporation de 
thymidine dans de nouveaux ADN 4a l’intérieur du cytoplasme. Nous pensons qu'il 
S agit, au moins en partie, des mémes ADN que ceux révélés par la réaction de 
Feulgen au niveau de chondriosomes modifi¢s. D’aprés ce que nous avons rappelé 
plus haut, nous pouvons en effet exclure que ces ADN proviendraient du noyau, 
qu’ils seraient passes secondairement de celui-ci dans le cytoplasme. 

Nous avons discute ailleurs la signification de nos résultats. Sans vouloir 


proposer ici une interpretation definitive, nous pouvons dire que dans certaines 


conditions, tout se passe comme si, lorsqu’ils sont modifiés et “immobilisés’’, les 
chondriosomes ne se “déchargeaient” pas des ADN qui s’y seraient formés 

ou de produits intermédiaires, précurseurs—alors que normalement ils iraient les 
ceder au noyau. Ainsi des ADN s’y accumuleraient en quantité aisément décelable 
par la technique cytochimique. Une accumulation semblable d’ADN a aussi été 
signalee, dans des cultures de tissus, sous Il’influence du trinydroxy-N-méthylindole 
(CHEVREMONT et CHEVREMONT-COMHAIRE, 1953; BAECKELAND ef al., 1958) ou lors 


* Tandis que la réaction cytochimique de Feulgen nous renseigne sur la guantité d’A DN présente 
au moment du prelévement dans une structure donnée (et non sur la qualité de ces ADN), le 
marquage obtenu par histoautoradiographie basée sur l'emploi de thymidine tritiée, indique, on 
le Sait, qu'une incorporation de cette substance est en train d’avoir lieu ou a déja eu lieu: en d'autres 
termes, Ce Marquage signifie qu une synthese d’ADN se produit ou s’est produite depuis un temps 
plus ou moins long. Par exemple, dans le cas d'une culture de tissus agée de 48 hr et en contact 
avec de la thymidine-"H depuis l'explantation, un noyau intercinétique peut étre “marqué” soit 


parce que cette cellule est en train d’effectuer sa synthése préprophasique d’ADN, soit parce 


quelle l'a deja effectuée (se trouvant ainsi a I’ “intervalle post-synthése”’), soit encore parce qu'il 


peut sagir d'une cellule-fille revenue en repos intercinétique aprés une mitose (ou méme déja 
en train d'effectuer une nouvelle synthése préprophasique d°ADN). Si, par ailleurs, une cellule 
subit plusieurs loses conseculives, en presence de thymidine-*H, des ADN sont synthétisés 


1imnsi & plusieurs reprises et il peut y avoir une quantité de thymidine dans les cellules-filles corres- 
pondant a un effet cumulatif. Nous ne discuterons pas ici la validité d'une appréciation quanti- 
tative du marquage, d’aprés le dénombrement des “grains d'argent développés”, certaines causes 
d’erreur pouvant intervenir. Elle nous parait cependant possible, de facon approximative et en 
faisant Certaines réserves 

Les considérations ci-dessus nous paraissent souligner l’intérét de la confrontation des résultats 
des deux méthodes. 
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de certaines modifications de temperature (CHEVREMONT ef ail., 1958). On peut 
donc se demander si, au moins a certains moments et probablement en rapport 
avec la préparation a la mitose, les chondriosomes ne possédent pas normalement 
le pouvoir de synthétiser des ADN., ou des produits intermédiaires. Dans certains 
cas, quand ces éléments seraient perturbés, |,7ADN s'accumulerait a leur niveau. 
Evidemment, il ne suffit pas qu'un chondriosome apparaisse modifié mor- 
Phologiquement pour qu’on puisse nécessairement y déceler de ! ADN. 


RESUME 

Le métabolisme et la synthése d’ADN sont étudiés dans des cellules (cultures de 
fibroblastes) qui ont été mises, vivantes. en présence soit de désoxyribonucléase 
neutre soit d’une désoxyribonucléase acide extraite du thymus. Sont exposés ici 
surtout les résultats fournis par la réaction de Feulgen et notamment ceux de dosages 
cytophotométriques sur cellules individuelles et ceux de techniques histoauto- 
radiographiques, basées sur incorporation de thymidine marquee au tritium. 

Sous I’influence de fortes concentrations de un ou l'autre de ces enzymes. 
l’activité mitotique des fibroblastes est nulle ou faible; mais, quand une mitose se 
produit, elle évolue normalement. Le chondriome est profondément modifié et 
des chondriosomes sont transformés en “boules” “immobiles”, devenant nom- 
breuses. 

Les mesures quantitatives d’ADN et les histoautoradiographies montrent 
notamment, pour les deux enzymes, que le pourcentage des valeurs dites “‘tétra- 
ploides” en ADN dans les noyaux intercinétiques, de méme que celui des noyaux 
marqués sont nettement diminués par rapport aux témoins correspondants, bien 
que ces diminutions soient généralement moindres que celle de l’index mitotique. 
Une synthése d’ADN peu fréquente a donc lieu, qui n’aboutit guére a des mitoses. 
Avec les deux enzymes, la teneur moyenne en ADN des noyaux en repos inter- 
cinétique (valeur diploide) n'est pas abaissée, ce qui souligne sa constance dans la 
cellule vivante malgré l’activité des enzymes ajoutés aux cultures. 

Une importante différence se manifeste entre les deux enzymes en ce qui concerne 
le cytoplasme. En effet, avec Ja DNase acide (non avec Ja neutre), de nombreux 
chondriosomes modifiés donnent une nette reaction de Feulgen. La quantité 
d’ADN ainsi présente dans le cytoplasme peut atteindre approximativement les 
neuf-dixiémes de celle contenue dans le noyau (valeur diploide). L’histoautoradio- 
graphie prouve que ces ADN ne proviennent pas du noyau. Une série de faits et 
d’arguments montrent donc que non seulement il y a accumulation d’ADN dans 
des chondriosomes modifiés mais aussi synthése d’ADN dans le cytoplasme. 

Avec d’autres de nos observations. ces recherches sont en faveur de notre 
hypothése selon laquelle une synthése d’ADN—ou de matériel intermédiaire—se 
produirait normalement dans /e cytoplasme, du moins a certains moments. Celle-ci 
aurait lieu plus précisément au niv eau de chondriosomes, avec passage ultérieur 
dans le noyau. Lors de conditions particuliéres amenant des perturbations du chon- 
driome, ces ADN s’accumuleraient dans des chondriosomes modifiés et “immobi- 
lisés” ov ils seraient alors aisément décelables. 
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ADN de cellules animales traitées vivantes par des DNases neutre ou acide 


DISCUSSION 


D. Picarp: Les expériences remarquablement démonstratives du Professeur 
CHEVREMONT et de ses collaborateurs donnent trés opportunément une grande 
generalité a Ja présence de l’ADN dans le cytoplasme, dont nous savons maintenant 
qu'elle se voit chez l’unicellulaire, dans la cellule en culture in vitro et dans les 
cellules de vertébrés supérieurs (mammiféres) in vivo. De ces observations sont en 
effet 4 rapprocher celles qui ont été faites plus récemment dans Je laboratoire de 
ZEIGER, 4 Hambourg: la coloration vitale au rouge neutre ou a |’orange d’acridine 
determine dans beaucoup de cellules l’accumulation de grains cytoplasmiques 
basophiles dont certains contiennent de d'autres de ADN, d’autres les 
deux acides nucléiques; cette observation est considérée comme Je résultat soit 
d'une altération pathologique du métabolisme des acides nucléiques, soit comme 
la concentration granulaire d'un ADN cytoplasmique trés dispersé pré-existant. 

J. TURCHINI: A l’appui des belles observations de M. CHEVREMONT et ses colla- 
borateurs sur la présence d’ADN dans le cytoplasme de cellules en culture et des 
remarques de M. PicarD, je puis ajouter que, par Ja technique de Feulgen et par 
d’autres techniques, j'ai observe, il y a déja quelques années, chez Helix aspersa | 
la présence d’ADN dans le cytoplasme de divers éléments et en particulier des 
oeufs; ce qui montre que les observations de M. CHEVREMONT paraissent avoir une 
portee tres générale. 

R. WEGMANN: Nous pouvons également confirmer la découverte de M. Cuévre- 
MONT, puisqu'il y a deux ans nous avons aussi démontré par spectrographie 
infrarouge que des fractions mitochondriales et microsomiales de foie de rats 
intoxiques par le chloroforme et par le tétrachlorure de carbone contenaient des 
bandes d’acide désoxyribonucléique, ce qui nous avait beaucoup surpris a ce 
moment. En fait, depuis, nous savons que, en dehors du noyau, seules les mito- 
chondries peuvent contenir aussi de l'ADN et que sa présence dans les microsomes 
etait due 4 une contamination. Depuis, i] a aussi été établi que la composition 
méme de l'ADN du noyau et des mitochondries est distincte et qu’il existe deux 
types au moins d’ADN, un type CT (cytosine-thymidine) et un type AG (adénine 
guanine), qui se trouvent de manieére bien séparée soit dans le noyau soit dans les 
mitochondries, de sorte qu’on peut affirmer que la synthése des deux types 
d’ADN est due a des processus différents (cf. WEGMANN R. (1957) Ann. Histochem. 
2, 57). 

J. BRACHET: Je voudrais ajouter aux remarques de M. WEGMANN que de nom- 
breux oeufs contiennent un excédent important d’ADN cytoplasmiques. Les 
recherches les plus poussées jusqu’a présent a ce sujet sont celles de M. DURAND, a 
Paris; travaillant sur des oocytes de grillon, il a pu démontrer une incorporation 
cytoplasmique de thymidine et établir que ! ADN cytoplasmique a une composition 
en bases tres différente de celui present dans les noyaux chez la méme espéce. 

C. Litpecg: Y a-t-il une relation quantitative entre l’apparition d’ADN cyto- 
plasmique et l’absence de ces cellules dont les noyaux contiennent, en intercinése, 
le double de la quantité normale d’ADN? 

M. CHEVREMONT: Nous ne pouvons pas dire qu'il existe une relation étroite 
entre l'apparition d’ADN cytoplasmique et la rareté des cellules a teneur 
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“tétraploide’” en ADN nucléaires; il y a cependant un certain “parallelisme”’ 
puisque nous observons, a la fois, des ADN cytoplasmiques avec incorporation de 
thymidine triti¢e en méme temps que diminution du pourcentage de fréquence des 
valeurs “tétraploides” par rapport aux temoins correspondants 

C. Liépecg: Les altérations produites par l'addition de DNase au milieu de 


culture sont-elles irréversibles ? 
M. CuévrRemont: Les modifications observées dans des fibroblastes sous 


l'influence de Ja DNase acide sont aisément réversibles. I] suffit en effet d’éliminer 


lenzyme du milieu de culture par un simple lavage au liquide isotonique ou de 


transplanter Ja culture en milieu neuf sans DNase; des lors, la croissance redevient 


pratiquement normale et, aprés un certain temps, il n’est plus possible de mettre 


en évidence aucune des lésions cellulaires qui viennent d’étre discutees. Rappelons, 


d’autre part, que des cultures traitées par la ribonuclease (RNase) ne peuvent 


reprendre un état normal que si, apres élimination de l’enzyme, une certaine 
quantité d’acide ribonucléique, provenant méme d'une espeéce differente, est 
ajoutée au milieu de culture (CHEVREMONT M., CHEVREMONT-COMHAIRE S. et 
Firket H. (1956) Arch. Biol. 67, 635). Enfin, nous avons signale, dans ce rapport, 


que contrairement aux DNases, on peut avec la RNase deéceler des signes visibles 


d’atteinte nucléaire. Ces deux faits traduisent une grande difference en ce qui 


concerne le mode d'action des DNases d'une part, de la RNase d’autre part 

H. Firketr: Dans le cas de cellules de vertébrés (voir aussi Discussion du Rapport 
du Dr. PLat y a-t-il des signes d'un balancement, d'une alternance entre la 
synthése de |] ADN dans le cytoplasme et celle qui a lieu dans le noyau. M. CHEVRE- 


MONT a montré des cellules dont le cytoplasme avait incorpore de la thymidine et le 


noyau pas; mais, au moins dans une des images, il y eu synthése de part et d’autre 


Statistiquement, dans les cultures traitées 4 la DNase, les quelques cellules qui 
synthétisent |! ADN dans leur noyau montrent-elles moins d’enclaves ADN 


positives et d’incorporation de thymidine dans leur cytoplasme que les autres’ 

M. CuévREMONT: Les rares cellules qui ont réalisé une synthése preprophasique 
d°ADN et dont le noyau est par conséquent marqué présentent une radioactivite 
cytoplasmique comparable a celles qui n’ont pas de nouveaux ADN dans 
leur noyau. De méme, du point de vue cytochimique, le materiel Feulgen positit 


dans le cytoplasme, c’est-a-dire accumulé au niveau des mitochondries modifices, 


n'est pas significativement plus ou moins abondant, que la teneur du noyau en 


ADN se rapproche soit de la valeur diploide soit de Ja valeur tétraploide. Il n'y a 


donc pas de signe évident d’alternance entre des syntheses d’ADN nucleaire et 


cytoplasmique 
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Pharmacology 


ON THE INCORPORATION OF THYMIDINE IN THE 
CYTOPLASM OF AMOEBA PROTEUS* 


W. PLAUT 


University of Wisconsin, Madison 


Résumé—L ‘incorporation de la thymidine tritiée par le cytoplasme a été étudiée dans 


plusieurs souches différentes d’ Amoeba proteus. La majeure partie sinon la totalité du 


matériel radioactif non soluble dans les acides est localisée dans une molécule similaire 


acelle de ! ADN, comme lindiquent les résultats de incubation de préparations fixées, 


en presence de ribonuclease ou de désoxyribonucléase. L’incorporation dans le 


cytoplasme a lieu aussi bien en présence qu’en absence du noyau et est relativement 


indépendante de la nutrition préalable des cellules. L’aspect de l'image autoradio- 


graphique des cellules anuclées ainsi que des cellules intactes soumises a un jeGne pro- 


longé suggére que la matériel sensible a la DNase est associé a un constituant cyto- 


plasmique particulaire dont la distribution se modifie au cours du jeiine et en 


l'absence du noyau. Rien ne permet de préciser le réle physiologique éventuel de ce 


matériel qui ne peut étre caracteérisé jusqu'a present que par sa sensibilite a laction 


de la DNase et son insensibilité a action de la RNase. Des études préliminaires au 


microscope électronique ne permettent pas d’attribuer lincorporation d isotopes 


a la présence de corps étrangers dans le cytoplasme amibien. A titre d’hypothése, on 


peut imaginer que dans les conditions de ces expériences, des désoxyribonucléotides 


s'accumulent et se polymérisent dans le cytoplasme alors que normalement ils le 


feraient dans le noyau 


IN THE course of a series of studies designed to elucidate the ribonucleic acid 
metabolism of Amoeba proteus it was thought desirable to obtain some information 
on the nuclear deoxyribonucleic acid (DNA) metabolism of this organism. The weak 
Feulgen reaction exhibited by the nucleus and the absence of incorporation of *P. 
adenine-C and orotic acid-'*C into amoebal DNA in previous experiments (PLAUT 
1959) suggested that DNA was present in low concentration and that the use ol 
labelled precursors with high specific activity would lead to more reliable data. We 
therefore incubated amoebae with tritiated thymidine and studied the incorporation 
of this precursor in autoradiographic preparations. In early experiments (PLAUT and 


SAGAN, 1958) nuclear incorporation could be detected in a proportion of the cells, 
as was to be expected, but we also found incorporation of radioactivity into a 
cytoplasmic component in every cell examined. Moreover, the incorporated radio- 
activity was not affected by digestion of the fixed cells with ribonuclease but 
completely absent from both nucleus and cytoplasm in cells incubated, after 
fixation, with desoxyribonuclease. The nature of the precursor, the acid insolubility 
of the labelled entity in the cells, and the behaviour of this entity toward 


* Original experiments from the writer’s laboratory reviewed here were supported by United 
States Public Health Service grants C-3276 and RG 6317 and the Wisconsin Alumni Research 


Foundation. 
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ribonuclease (R Nase) and desoxyribonuclease (DNase) digestion suggested that we 
were dealing with a DNA and not a thymine containing ribonucleic acid (RNA) 
as had been reported in some organisms (LITTLEFIELD and DuNN, 1958). These 
early observations permitted no insight into the nature of the cytoplasmic DNA, 
its possible function in the metabolism of the cell, and its generality. More recent 
experiments have furnished some additional information which permits the 
drawing of some limited conclusions and possibly the establishment of a pre- 


liminary working hypothesis which can serve as a basis for more precise experi- 


mental probing 
The first question we have examined is that of the possible nuclear origin of 
the cytoplasmic DNA. When mixtures of nucleate and anucleate fragments of 


{moeba (obtained by cutting whole cells with fine glass needles) were analysed 
after incubation with tritiated thymidine under conditions similar to those used 
previously (10 uc ml., specific activity 360 uc/umole, food-free medium, 40 hr or 
more of incubation, 70-80 days of autoradiographic exposure) it was found that 
DNase-sensitive radioactivity occurred in the cytoplasm of both types of half- 
cells. In fact, anucleates were generally somewhat more heavily labelled than 
nucleates and exhibited a greater tendency toward clustering of grains in the auto- 
radiographic image as though the radioactivity were associated with a particulate 
cytoplasmic component whose distribution is less homogeneous in the anucleate 
than in the nucleate cell. Quite apart from these differences, the experiment 
indicated clearly that the nucleus is not necessary for the cytoplasmic incorporation 
of thymidine and suggests that the cytoplasmic radioactivity in whole cells is of 
cytoplasmic and not nuclear origin. 

We may also ask whether or not the labelled DNA in the cytoplasm will enter 
the nucleus. This question has been examined experimentally by incubating whole 
cells in tritiated thymidine and determining the percentage of cells with labelled 
nuclei in a group of cells fixed immediately after incubation and a similar group 
which was permitted to remain in non-radioactive medium for 2 to 3 days before 
fixation. Both groups of amoebae showed clear nuclear labelling in about 40 per 
cent of the cells. However, since it is difficult to establish the total absence of 
tritium label in a nucleus in a squash preparation of Amoeba the experiment is 
being repeated with sectioned material. The available data suggest that the labelled 
cytoplasmic DNA does not enter the nucleus under our experimental conditions. 

A third possibility which must be considered is that the cytoplasmic DNA is 
attributable to the presence of foreign biochemical systems in the amoeba cyto- 
plasm. The fact that Amoeba proteus requires other living systems for its nutrition 
makes this possibility very real. We have considered both Tetrahymena (the normal 
food organism in our cultures) and bacteria in this context. CoHEeNn (1959) has 
suggested that about 12 days of starvation are required for the disappearance of 
Tetrahymena DNA from the amoeba. We have therefore incubated amoebae 
starved for 15 days with tritiated thymidine and compared their incorporation with 
that of cells fed just prior to incubation. The results show no major difference in 
the extent of isotope incorporation into a DNase-sensitive cytoplasmic component 
except a tendency toward labelling inhomogeneity in the cytoplasm of the starved 
cells resembling the labelling pattern in anucleate cells. There is thus no evidence 
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for the supposition that the cytoplasmic incorporation is dependent on Tetra- 
hymenae. It is of some interest to note that about half of the starved cells showed 
extensive nuclear incorporation. This is consistent with earlier findings of increased 
Feulgen stain intensity in the nuclei of starving amoebae (BRACHET, 1950; HELLER 
and Kopac, 1955) and suggests that starvation does not preclude the possibility 
of nuclear DNA synthesis in this organism. (The alternative possibility of incor- 
poration via exchange has, however, not been ruled out since the increased Feulgen 
stain intensity could also be attributed to condensation without change in amount 
inthe studies cited.) 

The question of micro-organismal involvement in the cytoplasmic thymidine 
incorporation is less easily resolved. So far we have not been able to find any 
evidence for bacteria within the amoebae used by examination with the light 
microscope or by lysis of the cells on nutrient agar. Preliminary investigations 
with the electron microscope, carried out jointly with Professor HANs Rus*, have 
also failed to show recognizable bacteria. Bacteria are present in the medium in 
which the amoebae are grown and they are frequently associated with the amoebal 
surface. However, these surface contaminants, when found on amoebae after 
thymidine incubation, are invariably unlabelled. It is not possible at the present 
time to evaluate the possibility of a viral population within the amoeba. While we 
have not seen virus particles in our electron microscope preparations we have not as 
yet examined enough material for a finite conclusion. 

In an attempt to check on the generality of cytoplasmic thymidine incorporation 
and the possibility of a unique infection in our stock cultures we have tested 
presumably unrelated strains of Amoeba proteus obtained from Dr. Prescott at 
Los Angeles, Dr. ROSLANSKY at Princeton, and Dr. DANIELLI at London. The 
results with these cells did not differ significantly from those obtained with our own 
cultures, suggesting that the cytoplasmic incorporation is probably general with 
respect to A. proteus. 

One of the technical difficulties in the experiments so far has been the length of 
tume necessary for obtaining clear evidence for incorporation. The periods of 
incubation with the tritiated precursor have been 40-100 hr and the autoradio- 
graphic exposures from 70 to 120 days. We have tried to shorten these times by 
utilizing tritiated thymidine with a specific activity of approximately 3000 uc/«nmole, 
at 100 wc/ml. At the higher level of isotope availability it is possible to obtain 
clear autoradiographic evidence for cytoplasmic incorporation with 6 hr of 
incubation and 20 to 30 day exposure periods. However, cell survival becomes a 
problem and the acid insoluble incorporated materia] is no longer completely 
removable with DNase. Caution is therefore necessary in the design and inter- 
pretation of experiments employing such extreme incubation media. One reassuring 
observation made on cells incubated with the high specific-activity solution for 
24 hr is the following: the spotty, non-homogeneous distribution of cytoplasmic 
label, characteristic of starved and anucleate cells, was never found after DNase 
digestion even though a substantial label residue was present; the latter was 
invariable homogeneously distributed. 

*It is a pleasure to acknowledge the help of Professor HANs Ris and Mr. Ropert SAVAGE with 


electron microscopy. 


- 
O Le 
j 
4 


82 W. PLAuT 


The results obtained to date can be summarized briefly. Cytoplasmic incorpora- 
tion of tritiated thymidine occurs in at least four strains of Amoeba proteus. The 
effect of RNase and DNase on the retention of the acid insoluble cytoplasmic 
radioactivity suggests that most but not necessarily all of the label is ina DNA-like 
molecule. The cytoplasmic incorporation occurs in the absence as well as in the 
presence of the nucleus and is at least qualitatively independent of the previous 
feeding history of the cells. The autoradiographic pattern seen over anucleate cells 
or well-starved whole cells suggests an association of the DNase-sensitive radio- 
activity with a particulate cytoplasmic component which undergoes a change in 
distribution during starvation and in the absence of the nucleus. (The distribution of 
autoradiographic grains over the nucleus is always homogeneous and never shows 
any tendency toward clustering as occurs over the cytoplasm.) We have not been 
able to obtain any unequivocal evidence for the postulated cytoplasmic DNA with 
either the Feulgen reaction or with acridine orange. We have no information on the 
chemical nature of the labelled entity beyond its sensitivity to DNase: the base 
composition and the degree of polymerization of the material, if it in fact is DNA. 
are unknown. It must also be pointed out that we have so far examined only squash 
preparations and can exclude the possibility that the label is associated with the 
cell membrane rather than within the cytoplasm only by the fact that the grain 
pattern over the nuclei is often distinctly different from that over the cytoplasm 

One might well conclude that in view of these uncertainties our observations 
should not be regarded as a proper basis for speculation but filed away as due to 
idiosyncrasies of a cell which is hardly typical of cells in general in many respects. 
However, potentially similar data have been obtained in other biological systems. 
LOGAN (personal communication) has observed the presence of cytoplasmic 
labelling after in vitro incubation of ascites cells with tritiated thymidine. 
TAKATS (1959) has recently reported incorporation of the same precursor into 
presumptive DNA in the cytoplasm of the microsporocytes of Lilium longiflorwm. 
BRACHET (1958) has noted incorporation of tritiated thymidine in anucleate 
Acetabularia; in this case, however, it appears that most of the radioactivity was 
recovered in an RNA fraction.) CHEvREMONT ef a/. (1960) have observed | eulgen- 
positive material on mitochondria as well as cytoplasmic thymidine incorporation 
in tissue culture cells after treatment with acid DNase. In addition there have been 
numerous demonstrations of a DNA-like material in the cytoplasm of eggs 
(SOLOMON, 1957) and there is the work of CHAYEN (1954, 1959) which Suggests the 
cytoplasmic Jocation of much if not all of the DNA in some plant meristematic 
cells during interphase. While these various findings are not strictly comparable 
and subject to their own uncertainties one may conclude that there exists some 
evidence for the notion that the cytoplasm is involved in DNA anabolism. This 
notion derives considerable support from recent demonstrations of a DNA 
polymerase in the cytoplasmic fraction of metazoan cells (BOLLUM, 1958: MANT- 
SAVINOS and CANNELAKIS, 1958; SMELLIE et a/., 1959: Davipson, 1960). I would 


like to suggest, as a highly tentative working hypothesis, that the amoeba data here 


reported be regarded as evidence for a normal cytoplasmic polymerization of 
desoxyribonucleotides which has proceeded to the point of experimental detecta- 
bility under the conditions of our experiments. This clearly speculative hypothesis 
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is based in part on the one common feature of several of the reported instances of 
cytoplasmic DNA or precursor incorporation reviewed atove: the temporary 
cessation of cell division, either as a normal or an induced phenomenon, in cells 
which wil! normally divide again; one might postulate that under these conditions 
the nucleus is a poor receptor of small oligonucleotides for final rolymerizat'on 
and permits these to accumulate in the cy‘oplasm, rossibly to a h gher state of 
polymerization than would normally be the case. 


SUMMARY 

Cytoplasmic incorrporat’on of tritiated thymidine has been observed in several 
unrelated strains of Amoeba proteus. The effects of incubat’on of the fixed cells 
with ribonuclease and desoxyribonuclease indicate that most if not all of the acid 
insoluble radioactivity is present in a DNA-like molecule. The cytoplasmic incor- 
poration occurs in the presence as wei as in the absence of the nucleus and is 
relatively ‘ndependent of the prev'ous feeding history of the cells. The autoradio- 
graphic pattern seen over anucleate cells well-starved whole cells suggests 
an ascociat‘on of the D Nase-scnsitive rad oactive entity with a particulate cyto- 
plasmic component which undergoes a change in distribut’on dur ng starvation 
end in the absence of the nucleus. There is no evidence so far for a possible physio- 
‘ogical role of this material nor has it been defined in any way other than the 
aforementioned behav'our toward enzymes. Preliminary studies with the electron 
microscope have revealed no foreign agents in the amoeba cytoplasm to which 
the incorporation might be attributed. As a tentative working hypothesis it is 
suggested that under the conditions of these experiments there is an accumulation 
and polymerization of desoxyribonucleotides in the cytoplasm which would 
normally take place in the nucleus. 
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DISCUSSION 


P. ALEXANDER: Evidence is accumulating which shows that the enzymes necessary 
for the synthesis of DNA in the nucleus are only produced when the cell is 
stimulated to divide. The amoeba you used were under such unfavourable physio- 
logical conditions that they may not have these enzymes. As a result the DNA 
precursors may pile up and this could give rise to an atypical process in the 
cytoplasm which has no physiological significance. 

W. PLAuT: The fact that a fair percentage of cells even under extreme starvation 
show nuclear incorporation of thymidine suggests that nuclear DNA synthesis 
can occur and hence that the necessary enzymes are present in at least some cells. 
Nonetheless, the physiological significance of the cytoplasmic incorporation 
process is by no means established at the present time 

J. Dantecti: If one is to take cytoplasmic DNA synthesis seriously, the cyto- 
plasmic DNA must be isolated and identified. Otherwise other explanations of 
thymidine fixation, e.g. terminal addition of a few nucleotides to some other 
molecule, cannot be disregarded. Bacteria-free amoebae can probably by obtained 
by culture in penicillin, to which they are highly resistant. But the possibility of 
virus infection cannot be solved so readily. The question of the relationship between 
nuclear and cytoplasmic thymidine could be settled more readily by studying 
amoebae, at known intervals after division, in logarithmic growth. 

W. Praut: (1) While we plan to attempt an isolation and characterization of 
the thymidine-containing cytoplasmic component it appears doubtful that we will 
be able to separate it from the small amounts of Tetrahymena DNA which may be 
present, unless the two differ significantly in composition. In the absence of such 
information, the behaviour of the labelled component with respect to DNase and 
R Nase does suggest that it has considerable similarity to DNA 

(2) One of the experiments reported utilized cells which had been incubated with 
penicillin prior to incubation with tritiated thymidine. The results were identical 
to those obtained with untreated cells 

(3) We are currently using synchronized amoebae in incubation experiments and 
should be able to establish the relationship, if any, between cytoplasmic incorpora- 


tion and stage in the division cycle 
J. Davipson: These interesting observations raise the very important question 
of the intracellular location of the enzymes involved in DNA synthesis. BOLLUM 


and Potrrer (1959 J. Biol. Chem. 233, 478) have prepared from regenerating rat 
liver a cell-free extract which is essentially cytoplasmic in nature and which 
contains the enzymes necessary for the incorporation of thymidine into DNA 
My colleagues and | have worked with a similar extract from Ehrlich ascites 
tumour cells which can bring about the synthesis of DNA in vitro (SMELLIE, KEIR 
and Davipson (1959) Biochim. Biophys. Acta in press). It is prepared by the osmotic 
disruption of the ascites cells without breakage of the nuclei. If the nuclei are now 
separated and disrupted so as to produce a nuclear extract, the ratio of the activities 
of cytoplasmic to nuclear extracts is 100 to 33. These results do not necessarily 
mean, however, that the enzymes of DNA synthesis are essentially cytoplasmic 
for they might well be extracted from the nuclei during the preparation of the 
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cytoplasmic extract. Moreover, the extract is prepared from a population of cells 
in which a high proportion are dividing and nuclear enzymes might easily pass 
into the cytoplasm during mitosis when the nuclear membrane breaks up. 

I should like to ask Dr. PLAUT whether he has ever met amoebae in which syn- 
thesis of nuclear DNA was active? 

W. PLaut: About 40°, of our cells show nuclear as well as cytoplasmic in- 
corporation. 

P. FrRepDeRICQ: Could the cytoplasmic synthesis of DNA in Amoeba be similar 
to the formation of kappa particles in Paramecium? 

W. PLauT: We hope to obtain an answer to this question by (a) subjecting 
amoebae to extensive electron microscope examination and (b) looking for 
cytoplasmic DNA synthesis in Paramecium without kappa particles. 

F. KASTEN: (1) Have you tried using other stains for DNA besides the Feulgen 
test, such as methyl green, etc.? 

(2) Have you determined whether the cytoplasmic DNA is affected by irradia- 
tion? 

W. PLAuT: (1) We have tried acridine orange without clear positive results 

(2) An irradiation experiment is in progress. 

H. FirkeT: (1) The nuclear incorporation must be particularly difficult to study 
with squashed amoebae. They are still a very thick object for tritium autoradio- 
graphy as most of the tritium electrons are absorbed within | «. So let us look 
forward to the sectioned amoebae, mentioned by Dr. PLAUuT. 

(2) Not all cytoplasmic DNA syntheses are as puzzling as the ones we have 
heard about from Prof. CHévREeMONT and Dr. PLAUT, not even in Protozoa. With 
Dr. and Mrs. STEINERT (1958 Exp. Cell Res. 15, 632), we have been able to show 
DNA synthesis by thymidine incorporation in the blepharoblasts of trypanosomes 
This very small structure (lu x 1-5) is well known as an auto-reproducing 
organelle within the cel] and has been suspected for a long time to contain DNA. 
We gave the final proof by the desoxyribonuclease test on the Feulgen reaction 
and the incorporation of tritiated thymidine. Synthesis of DNA occurs there only 
prior to duplication and with a slight delay after the beginning of the nuclear 
incorporation. So it is likely that it remains under nuclear control. 

W. PLauT: There is no evidence for any clear correlation between nuclear 
and cytoplasmic incorporation in the amoebae so far. 
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RECENT STUDIES OF THE FEULGEN REACTION FOR 
DEOXYRIBONUCLEIC ACID* 


F. H. KASTEN 


Department of Biology, A. & M. College of Texas, College Station, Texas 


Résumé— Environ trois douzaines de nouveaux réactifs du ty pe Schiff, spécifiques pour 


les p ichydes tissulaires, ont fait l'objet de cette étude. Les novaux peuvent se 
ces reactifs lors dune réaction type Feulgen, dans une large gamme de 
teintes. Differents tests montrent la spécificité de ces réactifs pour les polyaldéhydes 
tissulaires. Beaucoup de ces réactifs sont fluorescents et peuvent etre utilisés pour déceler 
de faible centrations d’ADN. Les réactifs sont préparés en saturant les solutions 
de « rants par SO,. Les colorants préts 4 réagir sont basiques et ont au moins un 
group nine primaire ul realiser des colorations multiples d'aldéhydes en 
reactifs appropries de couleurs contrastantes. Certains colorants 

tes colorées possédant un radical amine primaire agissent 

du type Schiff. Des réactions de remplacement se déroulent 


upes sont colorées pour TADN dans un réactif du type-Schiff 


te coloréss dans un réactif différent de couleur contrastante. Un 


nblable s‘observe dans des réactions aldéhydiques doubles et avec des 
res bDioguant les aldéhvdes. L analyse de quelques courbes d absorption 
irtir de noyaux colorés est présentée en relation avec I'en plo 


lu type Schiff. Ceriains aspects de la réaction de Feulgen sont discutés 


THe popularity of the Feulgen reaction should not obscure the fact that there ar 


c 
gaps in our fundamental knowledge of the reaction. Additional studies may provide 
a firmer basis for cytochemical explorations and conclusions. Our own studies in 
this area have been concerned with the following 


(1) The development of analogues of the Schiff reagent. which are termed 
Schiff-type 1 

(2) The use of cytochemical techniques to analyse reaction kinetics of the Feulgen 
reaction 


(3) Absorption-curve analyses of tissue polyaldehydes stained by Schiff and 
Schiff-type reagents 


In 1954, we bogan a purely empirical study to find other dyes which may readily 
substitute for basic fuchsin as Schiff-type reagents (KAsTen, 1955a, 1958a. 1959) 


e 1 here was supported by Grant C-3420 (C1) from the National Cancer 
U.S. Public Health Service and aided in part by contract No. AT-(40-1)-2432 from 
I rgy Commission. Studies of dye impurities were supported by a grant from 

nmission. | am grateful to Dr. A. W. Povwisrer for providing s ipport and 

it Columbia University during the summer of 1958 and to Dr. | 

ORNSTEIN for advic the use of the double-beam ratio-recording microspectrophotometer. The 
valuable tech: ssistance Of VIVIAN BURTON is appreciated. A travel grant from the National 
Science Foundat has allowed my participation in these meetings 
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This study involved thorough cytochemical tests of almost 450 different dye batches 
and over 200 different dyes. The results were gratifying and may be summarized 


briefly as follows: 

(1) About forty different dyes were found to be specific for tissue polyaldehydes 
following saturation with SO, and oxidation of tissue sections or smears with 
periodic acid (PAS) or hydrolysis with hydrochloric acid (Feulgen). 

(2) These reagents include dyes from all major dye classes. By choosing the 


5 proper reagent, one may stain nuclei selectively for colour transmission in any 
¥ part of the visible spectrum. The colours include yellow, orange, brown, red, 
2 violet, blue, and green. A partial list of some of the more favourable reagents is 
a shown in Table 1. Nuclei are stained very intensely by many of the Schiff-type 

i TABLE |. PARTIAL LIST OF SELECTED DYES FOR USE AS SCHIFF-TYP! 


REAGENTS IN FEULGEN REACTION 


No. of reactive Colour of 

Dye C.L. no. amine groups stained nuclei 
Acridine brown 1,2 Brown 
Acridine yellow 46025 2 Yellow 
Bismarck brown R 21010 3* Brown 
Chrysoidine R 11320 l Orange 
Cresyl violet l Violet 
Flavophosphine N 46065 2 Yellow 
Rhodamine 3GO 45210 l Red 
Toluidine blue O 52040 l Blue to blue-green 


* If dye is present as dihydrochloride, there are two reactive groups. 


reagents. Most reagents are not decoloured as is the conventional Schiff reagent 
after treatment with thionyl chloride, sulphur dioxide or sodium metabisulphite 
plus hydrochloric acid. The only dye to decolour completely is cresyl violet after 
reduction with sodium hydrosulphite. Many of the reagents are fluorescent and 
polyaldehyde 


provide unique opportunities to detect low concentrations of 
moieties in smears and tissue sections and to study the distribution of such moieties 
in biological material (KASTEN ef a/., 1959). Certain dyes of contrasting colours 


may be used in multiple aldehyde-staining reactions. 
(3) Various tests which verified the aldehyde specificity of these reagents are 


summarized in Table 2 


TABLE 2. EVIDENCE FOR SPECIFICITY OF SCHIFF-TYPE REAGENTS 
FOR TISSUE POLYALDEHYDES 


(1) Specific staining of structures known to contain potential aldehyde groups. 

(2) Non-specific staining after omission of essential aldehyde-producing step. 

(3) Identical optimal hydrolysis times for all reagents in Feulgen technique 

(4) Reaction with aldehyde-blocking reagents (hydroxylamine thiosemicarbazide 
zine) 

(5) Reactivity and blockage with formaldehyde 

(6) Chemical-extraction procedures (TCA, PCA) 

(7) Use of enzymes to check staining specificity (DNase, diastase, R Nase, pepsin). 

(8) Positive film tests. 
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(4) An analysis of the chemical structures of potentially-reactive dyes indicates 
that these are all basic dyes and each contains at least one primary amine group 
The non-reactive dyes, which number approximately 160, all lack primary amine 
groups or are acid dyes. The structural formulae of some of the reactive dyes and 
closely related but non-reactive dyes are shown in Fig. |. The Feulgen staining test 


DAHLIA (NONREACTIVE) 


LINE (REACTIVE 


+ is VA 


COOCzMs 


RHOOKAMINE (NON-REACTIVE RHODAMINE (REACTIVE 


ACRIDINE ORANGE 
(NON-REACTIVE) 


/-S—\_/ NICHy)e 
NO? 
METHYLENE GREEN 


(NON~ REACTIVE) THIONIN (REACTIVE 


Fic. 1. Chemical formulae of several potentially-reactive dyes and closely-related but non-reactive 
dyes. Note"presence of at least one primary amine group on each reactive dye. 


is sensitive enough to detect primary amine dye impurities. Such impurities have 
been detected in batches of azure B, crystal violet, methylene blue, methylene 
violet, pyronin B, and pyronin Y, and are under investigation. 

The WIELAND and SCHEUING (1921) scheme interpreting the formation of Schiff’s 
reagent first involves the production of the leucosulphonic derivative from basic 
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fuchsin and then the stepwise addition of sulphinic acid to each of the primary 
amines. From our studies partly summarized above, we can say that participation 
of at least one primary amine group is certainly essential. Whether or not other 
primary amines necessarily are involved cannot be answered with certainty. In 
any event the Feulgen reaction may be carried out using dyes with one, two, or 
more reactive sites, depending on the Schiff-type reagent used. In view of this fact, 
it seems difficult to explain even partial reactivity between deoxyribonucleic acid 
(DNA) polyaldehyde and Schiff’s reagent on the basis of stereochemical relation- 
ships as was suggested some years ago (LessLer, 1951). The fact that the sulphur 
to sulphur distance in Schiff’s reagent bears any numerical relationship to distances 
between nucleotides on DNA is a coincidence. This suggestion had been based on 
a sequence of purines on alternate nucleotides. The evidence now is that the 
purines on a given helix have a more random distribution. Reaction between single 
amine Schiff-type reagents like neutral red—SO, or toluidine blue O-SO, with DNA 
polyaldehyde could not be explained on the same stereochemical basis as poly- 
amino reagents. 

The availability of diverse Schiff-type reagents provides unique opportunities 
to begin studies on reaction kinetics involved in Feulgen staining. The DNA-dye 
complex is extremely stable under ordinary conditions. Cells washed in water and 
in alcohol retain all their chemically-bound dye. However, if washed cells are 
placed in a solution of a second Schiff-type reagent, in many cases the first dye is 
replaced by the second dye. For example, acriflavine-SO, replaces basic fuchsin 
SO, in the sequence described above. If cell nuclei are first stained with the acri- 
flavine reagent, then basic fuchsin-SO, does not replace it. The replacement 
phenomenon is easily seen with these two reagents since one stains nuclei yellow 
and the other stains them violet. One might consider that the presence of yellow 
nuclei instead of violet nuclei means that more aldehyde sites are opened up by 
hydrolysis in the second Schiff-type reagent. This possibility was checked by using 
suitable controls and cannot account for the results. Feulgen staining for lengthy 
periods of time in one reagent, twenty-four hours in many cases, show the same 
staining intensity that is obtained with | hr staining. Also, these Schiff-type reagents 
lack hydrochloric acid and do not lead to any production of aldehyde sites during 
staining. 


TABLE 3. FACTORS STUDIED IN FEULGEN REPLACEMENT REACTIONS 


Staining time 


Cells or tissues Schiff-type reagents used Dye 1 Dye 2 
Ehrlich—Lettré ascites cells Acriflavine (yellow) hr 
Azure A (blue) 3 hr-l hr 
Bull sperm Basic fuchsin (violet) 16 hr—1 hr 
Bismarck brown R (brown) 16 hr—10 min 


Chrysoidine Y (orange) 
Neutral red (brown) 
Safranin O (red) 

Toluidine blue (blue) 


Mouse duodenum 


Ole 
4 ‘ 
: 
- 
a 
| 
a 


90 F. H. KASTEN 


Experiments like those described above were carried out on a variety of tissues 
using different Schiff-type reagents of contrasting colours. Another factor that was 
studied here was the effect of staining time in dye | and in dye 2. Sixteen different 
staining combinations were studied. These factors are summarized in Table 3. 

The detailed results of this particular experiment will not be discussed here for 
lack of space. Some general statements can be made: 

(1) There are marked differences in displacing ability. Certain dye reagents 
replace others but are not themselves replaced. 

(2) There seem to be few differences in displacement phenomena among the 
three cell-types and tissues used. 

The results are summarized in Table 4. Bismarck brown R-SO, exhibits the 
greatest displacing ability in the Feulgen reaction, whereas, basic fuchsin-SO, 
(Schiff) is the easiest to displace in the group studied. 


TABLE 4. DISPLACING ABILITY OF SCHIFF-TYPE REAGENTS IN FEULGEN 
REACTION*—PRELIMINARY RESULTS 


(1) Bismarck brown R-SO, 

(2) Neutral red-SO, 

(3) Acriflavine-SO, 

(4) Safranin O-SO, 

(5) Azure A-SO, 

(6) Toluidine blue O SO, 

(7) Basic fuchsin-SO, 
(Schiff’s reagent) 


s The first dye listed has the greatest displacing ability. Numbers (5) and (6) are equal in displacing 
ability 

A logical interpretation of these results leads us into the area of reaction kinetics. 
Although the reaction between dye reagent and aldehyde is probably not carried 
out in a single step (WIELAND and SCHEUING, 1921: HORMAN et al., 1958), one 
could make a general statement that dye A-SO,, reacts with DNA polyaldehyde 
under certain equilibrium conditions finally to form a stable dye complex that 
resists water and alcohol treatment. Dye B-SO, likewise may achieve a stable 
union with DNA polyaldehyde. Because of differences in physical-chemical 
properties between these dyes, the average equilibrium constants differ. This 
scheme is visualized in Fig. 2. If either one of these two-dye-DNA-polyaldehyde 


ng reactivity between DNA-—polyaldehyde and different Schiff-type reagents 


uct results from different equilibrium constants in each case. Intermediate 


jucts are probably present in each case although not shown here 
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complexes is treated with dye C-SO,, the new equilibrium constants may force dye 
A or dye B to be displaced. The result is the partial or complete replacement 
summarized in Fig. 3. 

Another experiment along this same line was carried out by first treating DNA 
polyaldehyde in tissue sections with an aldehyde-blocking reagent, thiosemi- 
carbazide. The block is complete as checked by subsequent staining in Schiff’s 


DNA 
POLYALDEHYDE| 


DONA 
POLYALDEHYDE | 


~ YAL DEHYDE 


Fic. 3. Suggested mechanism to account for partial or complete replacement of Feulgen-dye 
complex by another Schiff-type reagent (dye C-SO,). 


reagent. However, if a more efficient displacing reagent than basic fuchsin is used 
nuclei are now stained. The results for Bismarck brown R are shown in Fig. 4. 
Differences in equilibrium reaction constants probably also account for these 
results. 

Other experiments have been carried out using Schiff-type reagents in double- 
aldehyde staining techniques. The displacement phenomenon is also observed 
here. For example, sixteen different tissues were subjected to double staining 
in the Feulgen and periodic-acid—Schiff techniques using Schiff’s reagent and 
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Fic. 4. Representation of blockage of DNA—polyaldehyde by thiosemicarbazide. Basic fuchsin 
SO, does not overcome block, whereas Bismarck brown R-SO, does overcome block. 
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toluidine blue O-SO, as the reactive aldehyde reagents. Four different reaction 
sequences were followed for each tissue. An outline of the experiment is shown in 
Table 5. The results confirm data described earlier. Regardless of tissue or species 
origin of tissue, toluidine blue O-SO,, replaces Schiff’s reagent either partly or 
completely. This replacement occurs irrespective of whether Schiff stained structures 


TABLE 5. OUTLINE OF DOUBLE-ALDEHYDE STAINING EXPERIMENT 


Tissues Reaction sequences Aldehyde reagents 


Mouse liver Feulgen (dye 1)-+PAS (dye 2) Dye |: Schiff’s reagent 
Mouse intestine Feulgen (dye 2)-+PAS (dye 1) (basic fuchsin-SO,) 
Rat kidney PAS (dye 1) ~Feulgen (dye 2) Dye 2: toluidine blue O-SO, 
Rat ovary PAS (dye 2) ~Feulgen (dye 1) 

Rat thyroid 

Rat salivary gland 

Rat pituitary 

Rat skeletal muscle 

Rat small intestine 

Rat stomac 

Rabbit liver 

Rabbit trachea 

Rabbit aort 


Human thyroid 


result from Feulgen or PAS treatments. Furthermore, Schiff’s reagent never seems 
to replace toluidine blue O-SO,. This is in agreement with previous observations 
that toluidine blue O-SO,, is a more effective aldehyde replacing agent than 
Schiff’s reagent. Other extensive experiments have been carried out using many 
other combinations of Schiff-type reagents. The results have not been evaluated 
fully. 
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Fic. 5. Example of precision of double-beam ratio-recording microspectrophotometer. Two back- 
ground curves and two transmission curves obtained successively. Time to obtain all four curves 


was 45 min 
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Some absorption curve analyses of Schiff-type reagents and of the replacement 
phenomena were carried out. One of the instruments used was the double-beam 
ratio-recording microspectrophotometer at Columbia University (POLLISTER and 
ORNSTEIN, 1955). Fig. 5 illustrates the precision attainable with this instrument. 
A trace through a clear area of the stained section was obtained and was followed 
by another trace. A nucleus stained for histones by alkaline-fast green was placed 
in the field. Two transmission curves were obtained from the same nuclear area. 
Fig. 6 shows the transmission curves through six different frog-liver nuclei pre- 


= viously stained by thionin—SO, in the Feulgen reaction. Although the concentration 


THIONIN SCHIFF 


STAIN (FEULGEN) 
FROG LIVER NUCLEI 


% TRANSMISSION 


400 410 415 425 435 445 455 465 480 495 SIO 530 545 565 590 615 645 675 705 
WAVELENGTH IN Mp 


Fic. 6. Transmission curves of six different nuclei stained in Feulgen technique by thionin-SQ,. 


of thionin-SO,-DNA polyaldehyde varies in all nuclei, curve shape appears to be 
the same. Further analyses of these curves are in progress. Previous reports 
(KASTEN, 1956b, 1957, 1958b) confirm the marked stability of the conventional 
Feulgen DNA-—dye complex in various normal and abnormal tissues. 

Chrysoidine Y—SO, ordinarily does not displace Schiff’s reagent in the Feulgen 
reaction. This is shown in Fig. 7. The initially-rapid reaction between Schiff’s 
reagent and DNA polyaldehyde is demonstrated in Fig. 8. In this case, hydrolysed 
frog-liver nuclei were exposed to Schiff’s reagent at 6 ‘C for 2 min. The section was 
washed in the usual way and then immersed in chrysoidine Y—SO, at room tempera- 
ture for 45 min. Transmission curves from different nuclei clearly show the presence 
of the Schiff peak at approximately 580 my in this case in addition to the broad 
peak at 465 mu of the chrysoidine Y-dye complex. Details of experiments partly 
summarized here will be published elsewhere. 

It might be profitable to consider briefly the present state of affairs of the Feulgen 
reaction, to relate it to the Watson—Crick model of DNA, and to mention some 
potential sources of variation in dye-SO, binding to DNA polyaldehyde. 


| 
| 
| 
Ma 
4 
Ole 
4 7 
? pel 
960 
100 
* 
| 


KASTEN 


FEULGEN STAINED RAT 
VER NUCLE! - STANDARD 
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% TRANSMISSION 


435 445 455 465 480 495 5 530 545 565 590 615 645 675 TOS 
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| io curves den trating eplacement of Schill reagent by ¢ 


Y-SO,. Schill peak inaitered, 


FEULGEN STAINED FROG LIVER 
NUCLEI- STANDARD SCHIFF (2° IN 
COLD) FOLLOWED BY CHRYSOIDINE 
SCHIFF (45 


% TRANSMISSION 


455 465 46 495 5 $3 545 565 590 645 675 705 

; WAVELENGTH IN My 

Fic. 8 Rapid Schitl reagent with DNA-—polyaldehyde detected in transmissior 
curves by presc ye peak at point B. Broad chrysoidine Y-DNA peak shown at point A, 


[The production of Schiff’s reagent and of Schifl-type reagents for use in cyto- 


chemistry requires a basic dye with one or more primary amine groups to serve 


as reactive sites for aldehyde binding in the presence of sulphur dioxide. According 


to WIELAND and SCHEUING (1921), each of these fully-reacted sites has the structure, 
R—NH—SO,—CHOHR’, where R is the attachment to the dye molecule and R 
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is the attachment to the sugar moiety of DNA. Recently, HORMAN ef al. (1958) 
advanced the view that the fully reacted site has the following structure. 
R—NH—CH,—SO,H, where formaldehyde is the reacting aldehyde shown 
The evidence for both points of view cannot be given here. Conceivably, both 
Structures may be correct and may be present under different conditions of SO 


concentration and other variables. 


The generation of DNA polyaldehyde from DNA in situ requires the splitting 


of the glycosidic linkage between deoxyribose and purine bases by optimal acid 


hydrolysis. Purine bases are not restricted to alternate nucleotides as was thought 
formerly. According to the Watson—Crick model of DNA, a purine is found on 


each nucleotide, on either one or the other helix of the double-helical chain 


This means that when hydrochloric acid splits the purine linkages to deoxyribose 
at the optimal hydrolysis time (TAYLOR, 1958; SAVAGE and PLAUT, 1958), and when 


the deoxyribofuranose components are converted into aldehydes (OvEREND and 
STAcey, 1949; BRowN and LytuGor, 1950) there may be from 3000 to 15,000 


aldehyde sites per DNA molecule (molecular weight of from one to five million) 


This also assumes that each aldehyde site is freely available to the amine complex 


of the dye reagent. Results of certain test-tube studies suggest that proteins may 
interfere with the Feulgen reaction (CASPERSSON, 1932: SIBATANI, 1953) but these 


systems bear little resemblance to the true situation in situ. Feulgen absorption 


curves are identical from nuclei with or without native protein present (KASTEN. 


1956b). In another experiment, Feulgen DNA per nucleus in mouse kidney was 


unaffected by previous enzymatic removal of nuclear protein (KASTEN, 1958b) 


The multiplicity of reactive sites in hydrolysed DNA could account for the 


initially-rapid colour development usually seen in cytochemical preparations 


The fact that the rate of reaction between Schiff’s reagent and DNA polyaldehyde 


levels off and achieves maximal staining in approximately 45 min might be explained 


by the repulsion of cationic-dye structures. Since each nucleotide is only 3-4 A 


9. Watson—Crick model of DNA with breaks shown at linkages between purine bases and 


deoxyribose molecules as a result of optimal acid hydrolysis in Feulgen reaction. 


apart, the free aldehyde sites will also be a short distance apart in those adjacent 
nucleotides containing purine components on the same helix (Fig. 9). The multi- 


plicity of aldehyde sites favours an initially rapid reaction in the presence of dye 


reagent. As the number of aldehyde sites become chemically bound to dye cations, 


one could envisage unreacted dye cations being replused, especially where aldehyde 
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sites happen to be adjacent on the same helix. Another explanation is that the rate 
of reaction slows down due to changes likely in concentration of reacting groups. 

There are reports in the literature of mature oocyte nuclei which are unstained 
in a Feulgen reaction (MARSHAK and MARSHAK, 1955: Immers, 1957). Various 
explanations have been postulated: 

(1) There is no DNA present. 

(2) There is DNA present but the concentration is so low that no colour is seen. 

(3) Interfering substances, such as lipids or proteins prevent proper reactivity 
and colour formation. 

Another possible explanation may be added to this list. Is it conceivable that 
the distribution of purine and pyrimidine bases in DNA is altered in the mature 
oocyte so as to inhibit the production of aldehyde sites during hydrolysis or the 
subsequent reactivity between dye reagent and aldehyde? This might operate 
through the absence of labile purine N-glycosidic linkages or through the presence 
of a large number of purines lying adjacent to one another on the same helix. 
These considerations are presented in a speculative way, but may serve to suggest 
other experimental approaches to the problem. It may be feasible and desirable to 
run chemical analyses and also obtain X-ray diffraction data on mature oocytes. 

The use of the Feulgen reaction to obtain quantitative data by cytophotometry 
has provided solutions to many problems. In other cases, conflicting results or 
interpretations have arisen from this approach. It seems well established that the 
DNA content per chromosome set is constant for a given species. A pressing 
problem seems to be whether the measured range of DNA values in a diploid cell 
population is a real biological variation in terms of numbers of DNA molecules. 
whether this is due to instrumental and operational errors, or whether slight 
variations in the Feulgen reaction account for this distribution pattern. In addition, 
there is the problem of interpreting DNA changes in endocrine organs. There are 
various approaches to this problem but we will deal here specifically with the 
Feulgen reaction as the potential source of trouble. 

Recently, SRINIVASACHAR and Patau (1959) analysed the effects of different 


sequences of washing Feulgen-stained cells, especially the effects of SO, water and 


alcohol dehydration. They found that if stained cells are carried through the 
conventional washing, dehydration and mounting procedures, there is no differen- 
ual loss of dye-aldehyde complex. However, if cells have been once mounted, then 
demounted and brought back to SO, water, there is a differential loss of dye or 
aldehyde moiety from cells, even in cells from different stages of the mitotic cycle. 
Another interesting approach involves measurements of Feulgen-dye absorption 
in the same nucleus at the visible dye peak and at the natural ultra-violet peak of 
260 mu (WALKER and RicHaRDs, 1957). The recent report by CeRRONI and NEFF 
(1959) that uranyl and ferric ions inhibit Feulgen staining of Acanthamoeba and 
Tetrahymena nuclei may have some general significance, especially in regard to 
negative Feulgen reactions of mature oocytes. 

It is conceivable that the acid hydrolysis procedure could produce a differential 
production or loss of aldehyde moieties among cells in a diploid population, but 
there seem to have been no decisive experiments to prove this. 
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Another factor must be considered here which undoubtedly has an important 
bearing on the stoichiometry of the Feulgen reaction. This concerns the fact that 
there are three amine groups on the basic fuchsin molecule. One of these is in 
pentavalent form serving as the site for salt linkage and probably does not enter 
into linkage with SO, and aldehyde. The fact that there are two other potentially- 
reactive binding sites makes very likely the possibility that SO, and aldehyde each 
react in sequential steps with both amine groups. We have no assurance that 
complete reactivity or retention occurs at both amine sites. A variety of inter- 
mediate compounds are undoubtedly present in the reaction solution. The 
availability of many Schiff-type reagents hav ing only one reactive amine group, such 
as azure A, chrysoidine R, chrysoidine Y. coriphosphine O, cresyl violet, neutral red. 
neutral violet, rheonin, rhodamine 3GO, toluidine blue O and typogen brown 
may provide additional evidence about this potential source of DNA variability. 
It seems logical that a reactive dye having only one binding site will have simpler 
stoichiometric relations than the conventional Schiff reagent and provide a firmer 
basis for quantitative applications. 


SUMMARY 


About three dozen new Schiff-type reagents specific for tissue polyaldehydes are 
reported. Nuclei may be stained by these reagents in the Feulgen reaction in a wide 
range of colours. Various tests demonstrate the specificity of these reagents for 
tissue polyaldehydes. Many of the reagents are fluorescent and may be used to 
detect low concentrations of DNA. Reagents are prepared by saturating dye 
solutions with SO,. Potentially-reactive dyes are basic and have at least one primary 
amine group. Multiple-aldehyde staining may be accomplished by using appro- 
priate reagents of contrasting colours. Certain dyes containing primary amine dye 
impurities work as Schiff-type reagents. Replacement reactions often result when 
tissue sections are stained for DNA in one Schiff-type reagent, washed and then 
stained in a different reagent of a contrasting colour. Similar phenomena are 
observed with certain double-aldehyde reactions and with colourless aldehyde 
blocking agents. Some absorption curve analyses from stained nuclei are illus- 
trated in relation to the use of Schiff-type reagents. A discussion of certain aspects 
of the Feulgen reaction is given. 
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DISCUSSION 


T. CASPERSSON: Does any one of the dyes you describe look especially promising 
and could be better than fuchsin? 

F. KASTEN: Some of the dyes give a more intense colour reaction than fuchsin 
This includes some of the blue dyes like thionin or toluidine blue O and certain 
brown dyes like Bismarck brown or typogen brown. I believe that many of these 


dyes may be used in multiple-aldehyde techniques or in fluorescent microscopy 


At present, we are studying the suitability of some of these dyes for quantitative 
purposes and would not recommend their use in Feulgen cytophotometry as yet. 

J. DANIELLI: It has clearly become important to improve DNA detection by a 
factor of 10 or 100. There must be many ways of doing this, of which I will mention 
two, 


(1) Use as primary agent NH, polysaccharide which will combine 


with the aldehyde group of hydrolysed DNA through the NH, group. Then use 
periodate oxidation of the polysaccharide followed by reduced fuchsin. This can 
give many dye groups per aldehyde group released by Feulgen hydrolysis. 


(2) Use as primary agent NH, -antigen, and follow by fluorescent 


antibody to the antigen 

F. KASTEN: Some of the fluorescent Schiff-type reagents may provide the sensi- 
bility needed to detect low concentrations of DNA. Your suggestions also may 
prove very useful. 

W. PLaut: Do you know of any applicable fluorescent dyes which are stable 
during u.v. illumination? 

F. Kasten: Many of the fluorescent Schiff-type reagents are stable when bound 
to normal nuclear DNA. I do not know as yet what will happen in those cases 
where the DNA concentration is very low 
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OBSERVATIONS ON SOME CYTOCHEMICAL 
REACTIONS FOR NUCLEOPROTEINS 


J. F. DANIELLI 


King’s College, London 


Résumé— Deux méthodes histochimiques sont décrites pour l’etude d'une fraction 
proteinique que est liée a l'acide déoxypentose-nucléique. I] est démontré comment 
une de ces méthodes permet des mesures quantitatives de la teneur en cette 
proteine par microphotométrie 


IN THE field of protein cytochemistry there is a tremendous number of potential 
approaches, most of which have not been worked out properly, so that one knows 


surprisingly little about the cytochemistry of proteins compared with the cyto- 
chemistry of deoxyribonucleic acid (DNA). One of the basic reasons for this is 
that although it is quite simple to think up potential good reagents for protein 
cytochemistry, the amount of analytical work which is necessary before these can 
be used effectively is forbidding. 

The principles which I think are essential with many techniques, and which we 
have been developing in my laboratory, are as follows: first one chooses a chromo- 
genic reagent. This should preferably be a highly-diffusible compound. Secondly, 
one chooses one or more blocking agents. The reason w hy this is necessary is that, 
practically speaking, there are no chromogenic chemical agents which are of 
sufficient specificity to enable one to detect just one grouping in a protein. But an 
increase in specificity can be obtained by first blocking up some of the groups with 
which a chromogenic reagent may react. The third essential is analytical work, 
with two purposes in mind. The first is to find out what groups have reacted, 
because although one can predict on general chemical grounds what any particular 
compound such as the diazonium hydroxides or fluorodinitrobenzene ought to 
do, in fact what will actually happen when such a reagent is applied to a tissue 
section Or a smear is uncertain, and therefore one has to carry out analytical work 
to find out what has actually reacted as opposed to what one hopes has happened. 
Secondly, if the technique is to be used for quantitative work, one has to find out 
whether the reagent has reacted quantitatively. 

As examples of chromogenic reagents, I shall take diazonium hydroxides and 
fluorodinitrobenzene (FDNB). As an example of blocking agents, benzoyl chloride, 
perhaps one of the simplest, we find useful. The easy part of this type of investiga- 
tion is to think up alternative compounds which will act as chromogenic or 
blocking agents, whereas the solid work needs to be put in on the analytical side. 
It is an interesting thing, on looking through the literature, to find that for ev ery 
paper on the analytical side there are about a hundred on new reagents or untested 
reagents! That is exactly the opposite of the desirable distribution. 
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Strictly speaking, benzoyl chloride ought to block or to destroy all those com- 
ponents of protein which will react with diazonium hydroxides or with fluorodi- 


nitrobenzene. In fact this does not happen. Not all of the potentially-reactive 
groups are blocked. We have investigated the groups in tissue sections which are 
protected in some way against the action of benzoyl chloride. The sequences of 
chemical reactions which we have therefore used are the following, in which Pr 


indicates protein in a tissue section. 


Benzo\ l-diaz wedure 


Pr + benzoyi chloride *benzoylated protein 


l-F DNB wedure 
Pr + benzoy/ f benzoyloted protein 


NO. 


Examination of slides treated by either of these techniques shows that, in 
ordinary frozen-dried tissue sections, practically all groupings in the cytoplasm, 
potentially capable of reacting with diazonium hydroxides or with FDNB, are 
blocked or destroyed by benzoylation. But in the nuclei, although most of the 
potentially-reactive groups are eliminated, some remain untouched by benzoyl 
chloride but accessible to diazonium hydroxides or FDNB. The distribution of 
colour in nuclei is similar to that of DNA, and with Drosophila salivary chromo- 


somes the reactive components are restricted to the Feulgen-positive bands 
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One can conclude from these preliminary observations that after benzoylation 
there are some groups in proteins, competent to react with diazonium hydroxides 
and competent to react with fluorodinitrobenzene, which are found only in the 
nuclei and in one or two cytoplasmic sites; and in particular, in the nuclei the distri- 
bution of these components is similar to the distribution of DNA. This led us to 
believe, or perhaps I should say suspect, that we were dealing with a reaction which 
was specific for some type of nucleoprotein. We therefore set to work to analyse 
chicken erythrocyte nuclei. The work on the diazo reaction was done by Dr. E. 
BARNARD and on fluorodinitrobenzene by Dr. A. MAppy. The principles of this 
study were to take nuclei, and remove the lipid from them. When nuclei have been 
treated with diazonium hydroxide there is no colour in the lipid. With FDNB 
there is a little residual colour, that is to say some reaction has taken place between 
lipid and FDNB even after benzoylation. We have not followed that up, though we 
may do later. This leaves one with lipid-free nuclei, and on fractionation of the 
lipid-free nuclei one finds that the colour is associated with the DNA-protein 
fraction. There are other protein fractions which can be removed from the nuclei 
which have no colour associated with them. Finally, when the protein and the DNA 
of the DNA-protein are separated, the colour is found exclusively with the protein. 
So one ends up, in the case of material which has been treated with diazonium 
hydroxides, with a protein which contains somewhere in it some amino acids which 
are part of an azo dye 

The next step was to hydrolyse this protein and separate this component linked 
to azo dye from all the other amino acids. On hydrolysis the usual collection of 
amino acids are obtained, plus this component. Now the behaviour of the azo 
component tends to be dominated by the azo dye end of the molecule, and this 
makes it relatively easy to separate this from all the other amino acids. Then one 
can identify this component. First the azo group is reduced. When this is done 
carefully, three low molecular weight components are obtained, of which in the 
simplest case the component to be identified will be the amino derivative of the 
initial amino acid. It should therefore be relatively easy to identify by various 
standard techniques. In the case in question, it was not easy to identify because the 
component we were interested in was unstable and decomposed readily. However, 
we were eventually able to chase it down and proved by synthesis, by study of its 
behaviour on paper chromatography and by infrared examination, that the primary 
product that is released on reduction is amino-histidine. It was thereby shown that 
when the benzoyl-diazo reaction is carried out with benzoylated sections, the only 
component in the protein which does in fact react with the diazonium hydroxide is 
a fraction of the histidine. Not all] the histidine in the nuclear protein fraction is 
protected against diazonium hydroxide: only a small fraction of the total histidine 
iS SO protected 

A similar series of operations was gone through with fluorodinitrobenzene and 
in that case what turned up in the fraction which was finally available for analysis 
was tyrosine, histidine and some traces of other amino acids. This means that in 
the nucleus of the cell there is protein in some sort of relationship with DNA such 
that some of the tyrosine and some of the histidine are protected against the action 


of a relatively violent reagent such as benzoyl chloride (and as a matter of fact, 
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against other blocking agents too). There are small amounts of other amino acids 
which have turned up in the fluorodinitrobenzene treatment. and we cannot yet 
evaluate the significance of this. 

The next question which arose was whether it was possible to make any quanti- 
tative estimation of the amount of these reactive components per nucleus. Dr. E. 
BARNARD has worked this out recently in the case of the diazo compounds. He 
found the best material was frozen-dried sections or smears and he measured the 
absorption with DreLey’s apparatus. With mouse sperm heads there is a sharp 
single mode, rather as one would expect, around twelve to thirteen arbitrary units 
of the stain per nucleus. With mouse liver there are the usual three classes of cells 
which correspond actually to the diploid, tetraploid and octaploid hepatic cells. 
In addition there is a mode due to another group of cells which are not hepatic 
cells. The amount of stain in arbitrary units in the diploid cells is far more than 
twice that found in the sperm; that is to say, far more than twice the haploid amount 
which was found in the sperm. With mouse kidney a single mode is obtained for 
proximal tubule cells which is actually about ten times that found in the sperm, 
compared with twice which one would expect if the relationship between this 
protein fraction and the amount of DNA were constant. Further. if one compared 
one animal! with another, so far as we have gone, with sperm the amount is constant 
within a species. Also, with nucleated red blood cells. the amount Is constant within 
a species, and with cells of the same degree of ploidy in the liver, the amount is 
constant within a species. But with the kidney, which is the other tissue we studied. 
there is very great variation from one animal to another within a species. In other 
words, this protein fraction seems to be extremely variable in the kidney. There 
may be other organs in which it is extremely variable too. 

We have no chemical information as to what sort of protein is involved in these 
reactions, other than that it contains histidine and tyrosine. The next really impor- 
tant thing we have to investigate is the turnover number of this protein, because it 
remains to be seen whether it is a structural component of the chromosomes 
If it is not a structural component, then I think it is fairly obvious that it must be 


one of the first gene products. If so, it probably has a very high turnover number 


and we should be able to decide between these possibilities simply by measuring 


SUMMARY 


ucal methods are described for studying a protein fraction which 


Iwo histo m 
S bound to deoxypentose nucleic acid. One of these methods has been shown to 


permit Quantitative estimation by microphotometry of the amount of this protein 
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DISCUSSION 


P. ALEXANDER: Many instances are known where groups are sterically in- 
accessible in native proteins and the proportion that are inaccessible varies with the 
reagent used. This differential availability gives you the staining you see. On 
denaturation these groups become accessible but the severity of the denaturation 


treatment needed to reveal these groups varies widely from protein to protein. 
Would it be that the protein which you stain is particularly resistant to denaturation 
possibly the presence of the DNA serves to stabilize it against the denaturing 


action of the fixation procedure? 

J. DANIELLI: We are not sure to what extent the “unmasking” of histidine in our 
experiments is analogous to “unmasking” arising during protein denaturation 
his is obviously one possibility. But another is that a lipid is involved. 


J. BRacHET: Have you tried to analyse your protein by fingerprinting after 
tryptic digestion in order to find out whether the histidine and tyrosine which have 


reacted are localized in certain specific peptide sequences ? 


J. DANIELLI: No, we have not. But it will be well worth doing. 


F. KASTEN: 
(1) It is very gratifying to learn that Dr. DANIELLI has been doing cytophoto- 


metric work. However, I wonder if the application of this technique to this protein- 


staining reaction does not require some basic work. For example, tests for adherence 
to the Beer-Lambert law, constancy of absorption-curve shape in different nucle, 


etc 

(2) Although your measurements of protein in certain tissues corresponds with 
DNA content, it seems anomalous that the kidney protein values differ so 
markedly, since this is a diploid DNA population. 

(3) Have you tried removing DNA and noting the effect of the protein? 


J. DANIELLI: 
(1) As pointed out in my paper, it is Dr. E. A. BARNARD who is responsible for 
the cytophotometry. Some of the basic investigations have already been made by 


Dr. BARNARD. Others will have to wait until we have identified the protein involved 
(2) Until we know what function is performed in the cell by the nucleoprotein 
we are studying, it is difficult to say what is, and what is not, anomalous. The 


variation observed in diploid kidney cells does, as you say, indicate a fruitful point 


for further study. 


(3) No. 
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SCANNING APPARATUS FOR THE QUANTITATIVE 
ESTIMATION OF DEOXYRIBONUCLEIC ACID CONTENT 


M. 


2S College, University of London 


Résumé — |! nethodes conventionnelles (aperture methods) et les méthodes par scan- 


de et precise de l'absorption totale de matériel biologic 


annine 


nt rapidement 


INTRODUCTION 

: lt photometric methods available for the quantitative estimation of deoxy- 
ribonucleic acid (DNA) and other substances in biological material may be divided Vol. 

‘ broadly into two groups 

? (1) Aperture methods, in which the light from the whole of the measured field, 

‘ defined by an aperture, falls on the measuring instrument at once 

(2) Scanning methods, in which the light from small areas of the measured field 

falls on the measuring instrument at successive intervals in time. 

: The aperture method in its simplest form affords the simplest method of measur- 

ing the total amount of absorbing material within a given area. It is well known, 

however, that this measurement depends to some extent on the way in which 

re the absorbing material is distributed over this area (see fot example Davies and 

: WALKER, 1953). If, therefore, it is assumed that the material is evenly distributed 

. over the measured area, there will be an error in the measurement which is generally 
Known as the “distributional error”. This error is small if the maximum optical 
extinction is small (e.g. it is not greater than 5 per cent if the extinction is never 
greater than 0-1 units), but increases rapidly with Increasing extinction. 

Under certain circumstances, however. it is possible to make use of a much 

improved aperture method known as the “two-wavelength” method (PATAvu, 
1952), in which the distributional error is largely corrected. This method makes 
use of the variation of optical extinction with way elength (i.e. the absorption curve) 
of the material to be estimated, and is described in principle below. 

: Suppose a single measurement of optical extinction is first made at a given 


point on the specimen and at a certain wavelength (corresponding, say, to the 


absorption maximum) giving a value e,. A further measurement at the same wave- 


length is then made of the average optical extinction E, over the whole area of the 
specimen. (This will inevitably include a certain area of the field surrounding the 
specimen.) These two measurements are then repeated at a different wav elength, 
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giving a smaller value of extinction e,, and of average extinction £,. Since the distri- 
butional error increases as the optical extinction increases, it follows that 


Furthermore, it can be seen that these measurements give some information on 
the way in which the material is distributed. For instance, if the two sides of the 
above equation were equal, it would follow that the material was evenly distributed, 
and there would be no distributional error. It has been shown (PATAu, 1952) 
that the inequality in the above equation affords a simple method of calculating 
approximately the distributional error, which can then be used to correct the 
measurement of average extinction £,. 

It is seen that this method requires that the absorption curves of all absorbing 
substances in the field are of the same shape or, as is usually the case, that only one 
absorbing substance is present. 

In the scanning method distributional error is minimized by measuring the 
| area of the specimen at one time, and then adding 


absorption of only a very sma 
the results of successive measurements. Distributional error may be regarded as 
arising from the fact that the relationship between optical extinction (which is 
proportional to the amount of material present) and transmitted light is not linear 
but logarithmic. This is stated in the Beer-Lambert law, which may be written in 


the form 


ly 


log 


Where /, and /, are the intensities of the incident and transmitted light, dM/dA 
is the surface concentration of material (or mass/unit area) and k is a constant. 


Integrating over the whole area of the field: 
M = J [(1/k) log J, — (1/k) log 


It is this integral which is, in effect, evaluated in the scanning method. An 
apparatus which has been designed (DEELEY, 1955) to perform this operation will 


now be described. 


THE INTEGRATING MICRODENSITOMETER 


Principle of operation 

A block diagram of the apparatus is shown in Fig. 1. A small moving aperture 
(at the scanning disk) is provided in the image plane of a microscope focused on the 
specimen being measured. Behind this moving aperture is mounted a photo- 
multiplier. 

If light of intensity / is permitted to pass through an aperture of area 5A on to 
the photomultiplier operated at constant voltage, the current generated at the 
anode will be equal to K/5A, where K is a constant depending on the sensitivity of 
the photocathode which will vary according to the position of 5A in the field. If the 
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[he integrating microdensitometer—schematic diagram 


currents actu renerated. with the specimen in position and out, are and ip. 


the abo juation may be rewritten 


\/ | [1/A) log (ig/K8A) — (1/k) log (i,/KSA)]dA 


|, log ig dA (1/k) |, log i, dA 


Thus A and 4A disappear from the equation, which means that as the aperture 
scans the field any variations in these quantities will have no effect on the calcula- 
tion of M 

In practice the photomultiplier is not Operated at constant voltage, but in a 
circuit which gives a voltage output directly proportional to log /. A voltage integra- 
ting circuit then gives a signal V’ proportional to { log i dt. If, therefore, the 
scanning spot is made to move at a constant rate, so that dA/df is constant. VM will 
be proportional to | l’,. the difference between the output voltages of the inte- 


grator with and without the specimen in position. 


The scanning aperture is formed by the intersection of two narrow slits which are 


approximately at right angles to one another. The scanned area A (I ig. 2) is about 


1-5 cm in diameter. Twenty radial slots 0-2 mm in width and about 8 mm in length 


are cut around the circumference of a disk. 10 em in diameter. This disk is driven 
DY a synchrono 


motor rotating at | rev/sec. A further single slot is cut in a plate 


K at right angles to the radius of the disk, so that as the disk rotates an aperture 
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formed at the intersection of the slits moves across the area A. The motor, disk and 
plate K are free to move in the direction indicated by the arrow (Fig. 2) and are 
driven to and fro by the action of a cam which rotates once every 3 sec. In this w ay 
the area A is scanned by a succession of apertures once every 3 sec. In practice a 
microswitch stops the motor at the end of each cycle of the cam, so that each scan 
is under the control of the operator. Owing to the angle between slits, the aperture 
moves slightly faster at the edges of the area A than in the centre. This non- 
uniformity introduces a maximum error of 0-5 per cent at the edges of the field. 


Fic. 2 


Ihe scanning mechanism. 


The optical system 

Estimations of Feulgen stain can be conveniently made at 546 my, the green line 
of the mercury spectrum. This leads to a simple optical system whereby the specimen 
is Hluminated according to KOHLER from a 125 W mercury vapour lamp using the 
appropriate light filters. In practice pin-hole stops are used at the field lens to 
minimize the effect of glare. A circular photographic density wedge is also included 
in the light beam to regulate the light level in the microscope. An electrically- 
operated prism enables the image of the specimen which is formed at the iris 
diaphragm to be examined by a viewing eyepiece of the binocular type. When 
the prism is removed from the light path a projection Jens forms a magnified image 
of the iris diaphragm at the scanning disk. Leather bellows prevent stray light from 
entering the system. 

For most specimens a specially-designed microscope condenser is used whereby 
the specimen to be measured is crushed, redistributing the material into one plane 
and reducing the optical extinction (Davies et a/., 1954). Errors arising from parts 
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of the object lying outside the depth of focus of the microscope, from unwanted 
Stray light, and from the apparent increase in extinction due to some rays from the 
condenser passing obliquely through the object are thereby reduced to a minimum. 


Stabilization of light intensity 

Fluctuations in light intensity (caused mainly by the movement of the arc of the 
mercury vapour lamp) may be as much as 10 per cent of the total light intensity 
reaching the microscope, so that some form of stabilization is essential. A small 
fraction (about 4 per cent) of the light from the field lens falls on to a second photo- 
multiplier as shown (Fig. 1). The anode current of this photomultiplier is held 
constant by a feedback circuit which controls the current in the arc lamp. In this 
way variations in light intensity are reduced to a fraction of | per cent. 


The integrator circuit 
The integrator circuit is of the “Miller” type, using a single-stage d.c. amplifier 
with resistive input and capacitative feedback. The integrator is preceeded by a 


diode switch which connects the output of the logarithm-law photomultipliet 


circuit to the integrator only when the optical extinction measured by the circuit 
has fallen below a certain prescribed value. The integrator is thus prevented from 
recording a very large extinction when the scanning aperture moves outside the 
illuminated field. The integrator output is displayed on a voltmeter. 

The densitometer is controlled by two microswitches, one to start the scanning 
motor, switch on the integrating circuit and remove the viewing eyepiece prism 
from the light path, and the other to cancel the integrator reading at the end of 


each 3 sec cycle and to re-introduce the prism. 


Performa 

Without moving the specimen, small variations in successive readings of the 
integrator Output voltage occur owing to photomultiplier fluctuations and small 
irregularities in the operation of the scanning mechanism. The random error 
thereby introduced into the measurement of stain content is largest for small, 


4 


Feulgen stain, arbitrary units 


FiG. 3. Measurements on ram sperm heads. 
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lightly-stained objects (e.g. ram sperm heads). In practice, the effect of these 
variations is reduced by taking the mean of three successive readings of each object 
and subtracting the mean of three readings of clear field. Fig. 3(a) illustrates the 
results of twenty-four independent determinations of the Feulgen stain in a single 
ram sperm head, for which the mean error is + 1-5 per cent. 

In Fig. 3(b) is illustrated the results of measurements on forty-five different 
sperm heads, from which it can be seen that there is little significant difference 
between the distributions, and therefore there can be little real variation in the 
stain content of the measured cells. 

Use has been made of the above result to verify freedom from distributional error 
in the present apparatus. The average amount of stain in one sperm head as 
calculated from measurements on thirty specimens has been compared with the 
amount of stain in each of several groups of two or more sperm heads, in which the 
specimens overlap to varying extents. It has been found that in each group the 
amount of stain corresponds to the correct multiple of the a\ erage stain in each 
specimen to within the expected variation due to the material, so that no significant 
distributional error is present. 


A second method of verifying freedom from distributional error makes use of 


the crushing technique (Davies et al., 1954) which has been used to redistribute in 


one plane the material of Feulgen stained cells of onion-root tip. When nuclei of 
various forms are crushed until the whole material lies within the depth of focus of 
the microscope, it is found that the measured amount of stain is independent of 


further crushing, to within the random error of the instrument. 
The effect of defocusing and glare have also been examined (Davies, 1955) and 
in normal circumstances have a negligible effect on the accuracy of the instrument. 


\ COMPARISON OF METHODS FOR TOTAL ABSORPTION 
MEASUREMENTS 


Physical considerations 

The apparatus used in scanning methods is somewhat more complex than that 
required for the two-wavelength method. In the latter method the electrical 
measuring circuits are relatively simple, the main complication being the provision 
of an adjustable monochromator. In a scanning system there is considerably 
greater complication in the mechanical components and electrical measuring 
circuits, and only for certain applications (e.g. measurements on Feulgen stain 
at 546 my) is the optical system less elaborate. 

The physical disadvantage of the scanning technique is that light from each 
element of area reaches the measuring device for only a small fraction of the total 
measuring time. It follows that the error due to random variations in or after the 
measuring device will be correspondingly greater than when using an aperture 
method. A scanning technique therefore requires a more intense light source or a 
longer total measuring time. 

For measurements in visible light, however, the scanning method has been found 
to be more convenient, and in many applications more rapid to use, while in ultra- 
violet light it is usually the only practicable method. It is therefore appropriate 
briefly to compare the two methods in different applications. 
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Estimations at 546 mu 


For estimations of Feulgen or other stains at 546 my (the green line of the 


mercury spectrum) there is adequate light to scan the image of most cell nuclei in 
3 sec with negligible random error. Bearing in mind the time taken to move and 


select a specimen, to adjust apertures, etc., this time is about the minimum that can 


be usefully employed, and the scanning method has been found to be far more 


rapid and convenient than the two-wavelength method in this application. 


Absorption measurements by the scanning and two-wavelength methods have 
been compared (MENDELSOHN and RICHARDS, 1958) using nuclei of an Ehrlich 


ascites tumour stained with gallocyanin-chrome alum. As shown in Fig. 4, there is 


TwO-wavelength” measurement 


Fic. 4. Comparison of methods (from MENDELSOHN and RICHARDS) 


close agreement 


between the two methods for the stain content of the thirty nuclei 


measured, which included several nuclei in various stages of division 


Other estimations iwi isible 


light 
For estimations at wavelengths different from that of the green line of the 


mercury spectrum the amount of light available at a comparable bandwidth is not 


so great, and it would then be necessary to increase the total measuring time from 


3 sec. Frequently, however, the maximum of the absorption spectrum of the 
substance to be estimated is not sharp, so that a wider bandwidth can be tolerated. 
Thus a high-power source giving a continuous spectrum (e.g. the high-pressure 


xenon arc lam; used in conjunction with a monochromator, or with interference 


filters if the bandwidth is not critical, can in some circumstances give sufficient 


light to maintain a scanning rate of 3 sec. If the bandwidth must remain narrow. 


or if measurements are made near the red end of the spectrum, a longer scanning 
time would be required so that in these circumstances the method would lose some 
advantages over the two-wavelength method. 
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Estimations in ultra-violet light 

In making use of the natural ultra-violet absorption of cellular constituents 
difficulties arise due to the multiplicity of absorbing substances, and to light 
scatter at shorter wavelengths. Furthermore there is genera 


ly no clear, non- 
absorbing field around the particular area to be me: sured, and that area may in 
itself include areas which we might wish to exclude from the me: isurement. In 
these circumstances aperture methods are at a serious disadvanta: ge and scanning 
techniques offer the only practicable approach. It is possible, using a scanning 
technique, to devise electrical or mechanical means of defining specific areas of 
the field over which the measurement is to be made. while excluding other areas 


This facility is almost impossible to achieve using aperture methods 


SUMMARY 
The “aperture” and “scanning” methods for the r: ipid and accurate estimation 
of the total absorption of biological cells is briefly reviewed, and a scanning method 
which has been used for Feulgen estimations described in more detail. The physical 
limitations and relative advantages of the sc: inning method and the “two-wave- 
length” aperture method in various applications is briefly discussed 
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DISCUSSION 

J. FAUTREZ: J'ai été trés intéressé par la comparaison des résultats obtenus pat 
la scanning method et l'aperture method en deux longueurs d’onde. Avec GOVAERT 
et ROELS, j'ai pour ma part comparé dans des noyaux d'origine animale en inter- 
phase la méthode en deux longueurs d’onde et celle A une longueur d’onde. Les 
résultats sont absolument comparables. Je crois que pour l'étude de la teneur en 
ADN des noyaux interphasiques la méthode a une longueur d’onde donne 
d’aussi bons résultats que celle 4 deux longueurs d’onde et que le scanning; je la 
préfére dés lors parce que la plus simple. 

Je peux montrer deux photographies: d’une part des spermatogonies de rats, 
d’autre part des vésicules germinatives des oocytes I. Dans les deux matériels, les 
conditions sont telles que l’on peut s’attendre A voir jouer au maximum des causes 
d’erreur telles que la distributional error. Les moyennes de cinquante mesures 
(Dr. VAN DE KERCKHOVE) donnent dans les deux cas la méme valeur moyenne, a 
moins de 2°, prés. 

E. M. Deecey: It is true that using interphase nuclei and other nuclei in w hich the 
stained material is approximately evenly distributed, the error in a single-wave- 
length aperture measurement (as used by Lison, and by POLLISTER) may not be 
large. 
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J. DANIELLI: You suggest that a scanning machine can be programmed, e.g. to 


give nuclear content less nucleolus content. Are there not serious difficulties in this 


with cells of average size? CASPERSSON has calculated that to estimate accurately 
the content of a spherical body, it must have a diameter of 3A. Such a condition 
presumably obtains with nucleoli 
E. M. Deetey: It is probable that the elimination of the contribution of the 
nucleolus could not be achieved to a very great accuracy, but since this contri- 
bution is not usually a large proportion of the total nuclear absorption it may prove 
a useful technique in further reducing the error from this source in some 
material 
W. PLaut: Have you any information on the use of your instrument with a more 
intense ligl urce such as the xenon arc plus a monochromator 
E.M y: We have not definite information on this. Toward the blue end 
t might be possible to operate the instrument simply by modifying 
circuit Lo meet the requirements of the new lamp. Toward the 
red end of the spectrum, however, other electrical mechanical modifications would 
> necessar 
lr. CASPERSSON: After a question from the audience about light sources: In a 
high-speed ng ultramicrospectrograph for ultra-violet and visible we have 
attained sca times of the order mentioned also in u.v. by aid of super high- 
pressure merc arcs and xenon arcs plus high quality optics 
E. M. Di Our experience with a 250 W xenon source was that a longer 
scanning tn vas needed in the ultra-violet, although we did not attempt to 
reduce this t e absolute minimum 
F. KASTE 
(1) How does it ordinarily take to measure forty-five different sperm heads? 
be the cost of the commercial instrument? 
E. M. Dree_ey: Using a good preparation of sperm heads (i.e. one in which the 
specimens are not Loo close together) it 1s possible to measure forty-five sperm heads 
in from 30 40 min. With less-conveniently selected nuclei a longer time is 


necessary. | believe that the present price is about $7000 
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QUANTITATIVE CYTOCHEMICAL METHODS FOR THE 
STUDY OF TUMOUR CELL POPULATIONS* 


T. Caspersson, G. LOMAKKA and O. CASPERSSON 


Institute for Cell Research and Genetics, Medical Nobel Institute 
Karolinska Institutet, Stockholm 


Résume— Les methodes ultramicrospectrographiques générales avec enregistrement 
pour l'analyse cytochimique quantitative requiérent le plus souvent beaucoup de temps 
quand on les utilise pour travailler sur des populations cellulaires particuliérement 
grandes 

Plusieurs méthodes rapides sont décrites; celles-ci sont particuli¢rement adaptées 
a des recherches sur le metabolisme des nucléotides et des proteines des cellules ou 
des éléments cellulaires, isolés les uns des autres dans ces grandes populations. 

L’appareillage comprend: (1) Un microspectrographe de haute résolution et 
a scanning rapide pour lultraviolet aussi bien que pour la région visible du spectre 
Cet appareil convient particuliérement bien pour des mesures dans du matériel 
cellulaire courant Feulgen positif sur de larges séries avec une grande définition: 
(2) Un microinterféromeétre enregistreur 4 haute résolution avec intégrateur: (3) Une 
modification de la méthode microradiographique pour la détermination du poids 
sec avec un appareil special de mesure pour des microradiogrammes des grandes 
populations cellulaires (L. CARLSON); (4) Un microplanimétre, spécialement indiqueé 
pour des mesures de volume nucléolaire et nucléaire avec enregistrement électro- 
nique sur trois canaux 

L’auteur donne une série d’exemples de l'utilisation de ces instruments dans 
etude des problémes concernant le métabolisme de ! ADN dans des populations 
de cellules tumorales. 


THE combination of ultramicrospectrographic methods for ultra-violet and 
visible regions with similar procedures effective in the roentgen range (and in certain 
cases also in the electron microscopic range) and with micro-interferometric 
methods as well affords good possibilities for fairly general quantitative cyto- 
chemical work within the dimension range of the cell structures and the individual 
cells. The necessary technical equipment may appear relatively complex, but in 
routine biologic work its operation is as a rule simple and certain instruments of 


this type are even beginning to be available commercially. An automatic scanning 


high-resolution microspectrograph for ultra-violet and visible regions, modelled 
on the apparatus developed in our institution, for example, is produced by a German 
firm. 

Scanning and datacomputing instruments developed within our institution and 
described earlier in the literature (CASPERSSON, 1955, 1956a, b, 1957: CASPERSSON 
et al., 1955, 1957; SvENsson, 1956; LOMAKKA, 1957) are intended to make possible 

* The investigations have been made possible by grants from the Wallenberg Foundation, 


The Swedish Anticancer Society and the United States Public Health Service (under grants C-2740 
and C-3082). 
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work on a broad basis with a very wide variety of biologic material. It is essentially 
the following three factors which sometimes make such apparatus intended for 
more general applications relatively complicated. 

1. The biological material is extraordinarily varied in general character, and 
different types of objects make different demands on the measuring instruments. 

2. The optical inhomogeneities in the biologic material require both work with 
resolving powers better, as a rule, than | » and also, for determinations of total 
quantities, measurements of hundreds or thousands of measuring points in each 
individual cell or section of a cell, which is usually most easily achieved by means of 
scanning measurements combined with automatic data analysis. 

3. The optical conditions in the biologic preparations deviate greatly from those 
in true solutions, wherefore it must be possible in routine work with the aid of 
model systems to obtain the necessary optical constants for the data analysis. 

In the case of work on limited special questions, on a particular substance or a 
special type of material it is frequently possible by development of special apparatus 
to save considerable time and instrumental! investment. Since such apparatus can 
be standardized or calibrated with the aid of the more complete instrumental 
equipment, a good degree of accuracy can frequently be attained in the work with 
considerably simplified apparatus. 

A typical example of such simplification is presented by the investigation of the 
cell's total content of different substances in large populations of isolated cells. 

In connexion with work on composite tumour cell populations under the 
influence of chemical anti-cancer substances or ionizing radiation and with work on 
the early stages in carcinogenesis special techniques have been developed for the 
study of the metabolism and synthesis of deoxyribonucleic acids (DNA) in tumour 
material which are suitable for application in studies of other types as well. So 
intimate is the relation between DNA, RNA (ribonucleic acid) and the protein 
metabolic processes that in our investigations of biologic problems as well, no 
doubt, as in the majority of DNA-—metabolic questions, it was desirable in con- 
junction with the DNA determination to obtain information concerning total 
nucleotides and the protein content in cell sections or total cells. The principal 
procedures are shown in the highly schematic diagram in Fig. 1. UMSP denotes a 
scanning ultramicrospectrographic procedure in the ultra-violet or visible regions. 
The next line represents scanning data-analysing microinterferometry; the sub- 
sequent line shows mass determination with roentgen microspectrophotography. 
These are the principal methods. Hereafter | shall speak, with respect to the DNA 
determination only of measurements of the Feulgen absorbance without discussing 
the chemical background of the staining reaction, of total extinction at 2650 A 
and other wavelengths in ultra-violet as a basis for the evaluation of the total 
nucleotide content and of interferometry and roentgen methods for determination 
of total mass in the nucleus and cytoplasm. 


For especially DNA-studies of tumour cell populations the following three 
situations are of greatest interest. 


(1) Determination of the variability of the content of Feulgen-reacting substance 
per nucleus im advanced tumour cell populations of the type where appreciable 
disturbances in the division occur. The technical requirement in this case is only the 
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measurement of a sufficiently large number of nuclei so that continued measure- 


aberrations. This is analogous with some measuring problems during early stages 
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ments give reproducible histograms. The order of magnitude of the series to be 
measured in ascites tumours, for example, is a hundred or more cells. 


(2) The search for small DNA deviations, for example, in cells from tumours of 


a type in which there are no numeric or morphologically-observable chromosome 


> 


Pr 


Fic. 1. Quantitative high-resolution ultramicrospectrophotometry. Arrangements for work on 
large cell populations, especially for determinations of DNA, RNA and total proteins. 


of tumour development. This also demands large cell populations but in addition 
requires appreciable accuracy in the determination. It is particularly desirable to 
be able to carry out determinations during the different stages of mitosis, i.e. at a 
Stage when the state of the DNA synthesis is well defined. 

(3) Studies of early stages of tumour development. The most outstanding problem 
here is the detection of small numbers of aberrant forms in large cell populations. 
Technically this demands especially large series of measurements as well as compara- 
tively great accuracy. 

The large recording ultramicrospectrographs afford the required accuracy and 
resolution, to be sure, but for large measurement series the work is time consuming. 
Since it 1s possible, as a rule, to arrange the Feulgen staining so that the substance 
surrounding the nuclei remains completely unstained, the most essential require- 
ment for recording is absent. In consequence it becomes possible greatly to increase 
the rate of scanning and further to save time through additional automatization of 
the measuring procedure. In order to make this clear Fig. 2 presents the three 
most important ways of measuring in optical ultramicrospectrography. At the top 
(la, 1b) we see determination of the absorption course for individual spots. Below 
this (2a) we have the most common type of measured object: a cell or a section of a 
cell in which the total quantity of a particular substance is to be measured and which 
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iS surrounded by cells or parts of cells that are not to be included in the measure- 
ment. Here registration of the individual measuring lines is indispensible The 
rather circumstantial measuring work in this case in the large ultramicrospectro- 
graphs can be greatly simplified with the aid of mechanical data-analysing pro- 
cedures (LOMAKKA, 1957), but it is nevertheless exceedingly difficult to carry out 
serial measurements on this type of material. At the bottom (2b) a particularly 
favourable case ts presented where the measured object lies on a free, non-absorbing 


background. There it is possible to carry the automation to a considerab‘e degree 


Fic. 2 e main different modes of work in optical ultramicrospectrography 


A rapid scanning ultramicrospectrograph (U MSP) intended for both visible and 
ultra-violet regions without resetting has been constructed along these lines (case 


2b) to work with the same resolving power and approximately the same degree of 


accuracy as our large ultramicrospectrographs. The distance between the measuring 


lines in mechanical scanning is variable, and they can be adjusted to such density 
that the measuring spots touch when the degrees of inhomogeneity is high in the 
preparation, ¢.g. i mitoses. The optics used are the achromatic ultra-violet optics 
constructed by Zeiss and developed for the model they build commercially of the 
institution's large ultramicrospectrograph. Fig. 3 shows schematically the function 
of the new rapid instrument in a simplified diagram of its principles. Fig. 4 shows its 
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Fic. 4. The rapid ultramicrospectrophotometer. 
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appearance. The scanning is mechanical, which offers very great advantages in 
work on many types of objects although the equipment required is considerably 
more elaborate than if the scanning were carried out electronically or in the optical 


system. The measuring time for an average mammalian cell is chosen to be about 
3 sec. There is no practical advantage to be gained by further shortening this time 
as the interval required for moving the preparation from one measuring object to 
another is normally at least ten times longer. This apparatus permits convenient 
serial measurements in both visible, e.g. Feulgen preparations (in this case also 
sections), and in ultra-violet on cell series of hundreds of cells in one sequence 
with maximum exploitation of the resolving power of the optics. The resolving 
power and the scanning system are of a quality to permit even measurement of 
metaphase plates from mammalian material. 


Fic. 3. Diagram of the rapid, scanning, computing ultramicrospectrophotometer for ultra-violet 


and visible. 


The instrument is well suited to other types of measurements also on stained or 
self-absorbing material if it is a question of dissociated free-cell populations or 
objects such as isolated cell nuclei. The time saving in the work with large cell 
series when the automation can be carried as far as in case (2b) is so great—from 
ten to a hundred times as fast—that in our institution the studies have to a great 
extent been carried over on to just such tissues or tumour types where the cells can 
easily be isolated from one another, ¢.g. bone marrow, ascites tumours, exfoliated 
cells or cells isolated by mechanical or chemical means. 

The measurements of the total mass of the cell, of the nucleus and, respectively, 
of the cytoplasm have begun to assume more and more importance in the work 
projects at the institution. For the majority of types of tumours it is unavoidably 
necessary because of the material's degree of optical inhomogeneity to work with 
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very smal! measuring spots and to carry out scanning measurements. The scanning 
interference microphotometric methods described earlier (SVENSSON, 1957) from 
the institution are inconvenient when applied to investigation of really large cell 
populations. Because of that a more rapid scanning microinterferometer, with a 
built-in electronic integrating system (CASPERSSON ef a/., 1959) was dev eloped and 
used to the advantage in population studies on different material. It works with 
mechanical object movement and gives directly the integral for the mass values 


over a measured area, affording a considerable shortening of the working time in 


comparison with earlier procedures 

In this instrument it is the mechanical parts that limit the speed, primarily the 
recording of the data for each measured point. The need for still more rapid methods 
was, however, felt as mass measurements have come to play an increasingly great 
role m the different tumour study projects in the institution. G. LoMAKKA has 
recently thus developed another type of scanning interference microphotometer 
with the same high resolution but with an electronic system substituted for the 
mechanical balancing and in which only the integral of the optical increment for 


the measured area is recorded continually (diagram in Fig. 5). This increases the 


Fic. 5. Diagram of the function of the high-speed scanning microimterferometer 


speed from one to two magnitudes depending upon the type of material. This 
instrument is only now ready for use, and we have no experience as yet from larger 
measurement series. [tis anticipated that it will greatly simplify the work on different 
types of biological material. 

Che determination of mass with roentgen mucrospectrography is primarily of 


importance in these problems as a means of calibrating the interference measure- 
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ments. The loss of time due to the necessity of working with the preparation in 
vacuum has been largely compensated by the variant recently developed by L. 
CARLSON (CASPERSSON ef al., 1959) where the measurement of the microradiogram 
can be done without scanning, which increases the speed so that the method for 
isolated cells has approximately the same productivity as the rapid microinter- 
ferometry as yet in routine use. When applied in work on tissue material the 
roentgen procedure offers great advantages over interference methods, and, generally 
speaking, roentgen and interference procedures for mass determinations comple- 
ment each other in a highly satisfactory manner. 

Finally, | should like to mention one further automation required by the afore- 
mentioned tumour-cell studies developed by a group in our institute. It is a device 
for measuring optical cross-sections of nucleoli and nuclei in large cell series and 
on the same cell material measured with instruments mentioned earlier. It is based 
on a principle we have described earlier (CASPERSSON ef a/., 1953) and which is 
evident from Fig. 6. In carrying out the measuring the observer manipulates a 


Ah 


Fic. 6. Diagram of the function of the three-channel printing microplanimeter. 


weak lens located in the back focal plane of a microscope objective so that cross- 
hairs in the ocular appear to move around the structure to be measured. The 
movement of the lens is transferred to a planimeter system, which is coupled to an 
electronic recording device. As may be seen from the picture, the instrument is 
equipped with three recording channels. For example, the observer first measures 
the nucleolus, presses button | and the instrument records a dot in the first column. 
Thereafter the nucleus is measured, button 2 is depressed and a mark is recorded in 
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the second column. This is followed by measurement of the cytoplasm and registra- 
tion in the third column. The measurements are accomplished very rapidly, and 
measurements on series of hundreds of cells can be quickly registered without 
fatiguing the observer. The instrument was developed especially for measurement 
of extremely small objects, primarily nucleoli, and the accuracy of measurement is 
limited only by the resolving power of the objective. Collocation of the histograms 


is easily accomplished by simple summation of the different columns of points 


on the recording paper as shown in the diagram. Fig. 
of the instrument. The apparatus has been in use for about 4 years. In its present 


shows the practical design 


form it has proved to be a great time saver in routine work with large cell popula- 
tions. 

These possibilities of working with large populations of cells also give as an 
interesting by-product the possibility of making direct comparisons of the cyto- 
chemical determinations with ordinary chemical macrodeterminations. something 
that was formerly not possible because of the tremendous difference in the order of 
magnitude of their working ranges. Figs. 8 (a), (b) and (c) show as examples three 


ry we 
Fic. 8 (a). Frequency distribution of dry mass values of individual cells in the E/Sto tumour at 
various time intervals after irradiation with 1250 r. Dry mass values were measured by inter- 
ference microp metry and expressed in relative units. AN number of cells and M mea: 


mass value (CASPERSSON ef al., 1958) 


series of measurements of different cell parameters in ascites cell populations during 
irradiation carried out with the large microspectrographic equipment, and give 
the general appearance of the histograms (from CASPERSSON ef a/.. 1958). With 
measured cell populations of the given order of magnitude the curves are completely 


reproducible. So much material can be obtained from one ascites tumour-bearing 
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Fic. 7, The printing microplanimeter. 
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mouse that even macrochemical determinations can be carried out (as a rule about 
10° cells). Fig. 9 shows three measuring points for an average cell in the measured 
population. In the experiment illustrated the average absorption course for the 
average cell in a specific ascites population has been determined from macro- 
chemical data on the DNA, RNA and protein content. It must fall between the 
two curves shown. The three measuring points are the data on this population 
obtained ultramicrospectrographically: as may be seen the agreement 
satisfactory 


With regard to the resolving power, of course the metaphase stages represent 


Fic. 8 (b) Frequency distribution of total extinction per cell at 2650 A in the E/Sto tumour at 

various time intervals after irradiation with 1250 r. The extinctions were measured by a scanning 

ultra-violet microspectrograph and expressed in relative units. A number of cells and @ 
mean total extinction per cell (CASPERSSON ef al., 1958) 


the most difficult state. The errors in these measurements have been analysed by 
BARKA (1959). Fig. 10 shows some of his measurements of anaphase and telophase 
States in ascites tumours with impaired division disturbances. Fig. 11 (from studies 
to be published by RINGERTZ, KLEIN and CasPERSSON) shows the typical DNA 
changes in ascites tumour cell populations during the development of amethop- 
terine resistance and, respectively, the subsidence of resistance. It constitutes a good 
illustration of the value of being able concurrently with measurements of the 
resting nucleus to study the DNA content in connexion with the division when the 
DNA synthesis has reached its final stage. 
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The irradiation series from ascites material shown in I ig. 8 (c) is also an interes- 


ting example on the value of metaphase measurement. It shows that in this material 
with the irradiation dose administered the cell division ceases but that this is not 


Fic. 8 (c) Frequency distribution of DNA content per cell (ELD tumour) at various time intervals 
after irradiati 1250 r. The DNA content per cell was determined by measuring the total 
extinction per ce it 5460 A in Feulgen-stained smears by a scanning microspectr graph 


(CASPERSSON ef al., 1958) 


A 


between macrochemical and cytochemical determinations on same ascites 


Continuous li the course of absorption (total t ion per 
wavelengths in ultra-violet) calculated from macrochemical determinations 


[he three points give the average total extinction per ll determined 


cytochemically 
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Quantitative cytochemical methods for the study of tumour cell populations 


Fic, 10. Ehrlich ascites tumour. Feulgen absorbances of nuclei in anaphase and telophase. The 


values on the ordinate and abscissa represent the Feulgen absorbances, in arbitrary units, of 
daughter-cell pairs (BARKA, 1959). 


Fic. 11. Changes in the DNA-histograms of the mouse ascites lymphoma L 1210 (top curve) 
during the development of different amethopterine resistant strains. The strain AMR III reverted 
to sensitive state (AMR III sensitive). Note metaphase curve changes 
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caused by a stop of the DNA synthesis. The DNA synthesis in each cell continues 
here up to the point of readiness for division—the metaphase value—but division 
does not follow until later when the other disturbances in the cell division apparatus 
have subsided 

To illustrate the advantages of the new rapid UMSP in the third of the cases 
mentioned m the beginning, namely the situation when one has to find small 


# aberrant forms in normal cell populations and also to demonstrate the 


material from human cervix. Left side 
Stage and in gravidity. Right side: the tw 
neer suspected, the two curves below. Cancer Cases 


reproducibility, | shall take an example from exfoliated cell material from carci- 


noma of the human cervix. Fig. 12 (left side) shows first closely coinciding maxima 


eucocytes, exfoliated superficial cells from the cervix in follicula: 
stage and cells from a pregnant patient 
[he curves shown in Fig. 12 (right side) are from four cases of cervical carci- 


noma. The dashed curve shows the normal distribution in normal surface cells. 
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and the other curves show addition of cells with, primarily, increased DNA 
content. In this material our principal interest was directed toward the RNA and 
the protein components because on the basis of earlier investigations there is reason 
to assume that even before cytochemically or morphologically observable distur- 
bances in the DNA component of the genoma appear during the series of processes 
that lead to tumour development, disturbances in RNA and the protein system of 
an order of magnitude technically easy to measure could be expected. A greater 
part, perhaps practically all the larger aberrations that appear in the DNA content 
m certain advanced tumours are obviously secondary to the disturbances in the 
division apparatus of the cell. In the aforementioned exfoliative material the RNA 
content per cell in advanced tumours in all cases thus far investigated was lower on 
the average than in the normal cells in the vicinity, but the protein content in these 
was even more markedly reduced. 

Fig. 13 shows Feulgen measurements, 2650 A total extinctions and mass deter- 


minations in a normal case and in a case of histologically clearly malignant growth 


FiG. 13. Comparisons between normal cell population and tumour cell population, cf. text. 


It is evident that there is a pronounced right shift of the Feulgen curve, due mainly 
to a secondary disturbance resulting from general cell division impairment, a left 
shift of the RNA curve and a very marked decrease in the mean cell protein 
content (the interference measurements at the extreme right). This change in the 
protein content that is reflected in the right curve is so great that the RNA concen- 
trations in the tumour cells lie considerably above the normal cell's RNA con- 
centration, on the average, although the absolute quantities of the latter often 
seem to exceed those of the former. 

The human exfoliative material demonstrates well the possibility of working 
with exceedingly large cell populations and, particularly with respect to DNA, of 
detecting small quantities of aberrant cells in it. For more penetrating studies of 
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the prestages in carcinogenesis this cell material is not particularly well suited for 
a number of technical reasons, but it was selected in a preliminary investigation 
solely because of the extensive existing morphologic—pathologic experience with 
interpretation of the cell pictures occurring in this material. Otherwise animal 
material will be used. The preliminary investigations already support the assump- 
tion that pronounced disturbances occur during the tumour development in RNA 
and the protein system even at a stage when no clear changes in the DNA system 
can be demonstrated with the methods available at the present time. 

| should also like to comment here that the development of microspectrophoto- 
metric methods for determinations in model systems of optical constants under the 
conditions encountered in the histologic and cytologic preparations (CASPERSSON, 
1957, 1956a: SvENSSON, 1956; CASPERSSON ef a/., 1959) also provides a heretofore 
scarcely exploited possibility for development of calibration systems for histo- 
chemical staining and reaction procedures. Numerous histochemical methods 
intended for quantitative work received severe criticism during the years with 
justification: the Feulgen method is actually a uniquely favourable special instance 
because of the characteristic colloid-chemical properties of DNA. The greatest 
difficulty in the evaluation of histochemical staining methods lies in the necessity 
for setting up suitable calibration systems or reference systems. Naturally, the 
continued biologic work on DNA metabolism must also demand constant further 
development of methods for cytochemical determination, e.g. for different protein 
substance groups. | should like only to call your attention to the fact that there are 
excellent possibilities that many histochemical staining reactions can be calibrated 
by application of the aforementioned model substance procedures, thereby making 
these methods utilizable for quantitative or at least semiquantitative work. 


SUMMARY 
The general recording ultramicrospectrographic methods for quantitative cyto- 
chemical analysis are as a rule time-consuming when applied to work on especially 
large cell populations. A series of rapid methods are described, methods parti- 
cularly suited to investigation of nucleotide and protein metabolism in large cell 
populations where the cells or cell elements lie free from each other. 

The instruments comprise: (1) A rapid scanning high-resolution microspectro- 
graph for both the ultra-violet and the visible spectral region. This instrument is also 
especially suitable for measurements in ordinary cell material of the Feulgen 
absorption in large series with high resolution. (2) A recording high-resolution 
microinterferometer with an integrating device. (3) A modified microradiographic 
mass-determination method with a special measuring instrument for micro- 
radiograms of large cell populations (L. CARLSON). (4) A microplanimeter, designed 
especially for nucleolar and nuclear volume measurements, with electronic data 
recording on three channels. 

A series of examples is given of the use of these instruments in the study primarily 
of DNA metabolism problems in tumour cell populations. 
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QUANTITATIVE CYTOCHEMICAL STUDIES ON THE 
RELATION OF DEOXYRIBONUCLEIC ACID OF CELLS 
TO VARIOUS PATHOLOGICAL CONDITIONS* 


C. LEUCHTENBERGER and R. LEUCHTENBERGER 


dren's Cancer Research Foundation, Boston, Mass.. U.S.A 


Resumée— Nous avons porte notre attention sur l'étude quantitative des acides 


par la microspectrophotométrie sur réaction de Feulgen, dans 
Jans des cellules placées dans des conditions pathologiques 
ms egalement envisage d'autres constituants cellulaires, 


ilisant la méme technique mais sur réaction de Millon. 


nterierence 
principalement le comportement quantitatif des 


re circonstances pathologiques suivantes: (1) le stress chirurgical, 


1 a virus et (4) linfertilité. Elles ont été retenues parce 


fection 


cause des fonctions et svstémes cellulaires différents; 


met en 
si le comportement des ADN est différent 
‘ la quantite d ADN 


a l'échelle cellulaire dans le foie et la surrénale. Cette derniére est 


t ete gastrectomises et cholécystectomisés: 


1 considerer car on sait le rdle qu'elle joue dans la réponse du sujet au 

tion de la microspectrophotométrie est spécialement 
cette glande car ses différentes zones peuvent étre envisagées 
‘une cellule 4 autre, non seulement du point de vue cytochimique 


nt de vue morphologique. L’éetude de plus de 7000 cellules hépa- 
iliennes de dix-sept chiens a revélé que le contenu en ADN reste 
du stress. Cette stabilite des ADN est d’autant plus remarquable 
némes cellules, la tyrosine augmente. Le fait que ADN et tyrosine 
lifferemment au cours du stress chirurgical chez le chien concorde 
obtenus chez d'autres especes et dans d'autres tissus présentant 


rentes 


i cte entreprise, qui porte 


th; 
étude i la fois sur des tissus humains 
des tissus humains normaux; pour ces derniers, en effet, peu de 


connues en ce qui concerne leurs ADN. Des mesures micro- 


nt 


etriques ont ete faites sur pres de 10000 cellules considérées 
dans septante et un tissus normaux et dans cinquante-deux 
x. Quelles que soient leur origine ou leur fonction métabolique, les 
normaux contiennent une quantiteé moyenne d’ADN 

utre, ce qui concorde avec d'autres observations, faites sur 


tumeurs ou de lésions precancereuses, 


nimaux. Dans les cellules de 
quantité est augmentée et les valeurs mesurées sont nette- 
ctre considere comme un critére 


es. Ce fait ne peut cependant 


speécific le la transformation cancereuse des cellules; il est explicable surtout 
ce et lactivite mitotique clevees des tumeurs 
la plupart des tissus humains normaux ne montrent pratiquement pas de mitoses et 

irried out in the Department of Cytochemistry of the Institute of Pathology 
Western Reserve University, Cleveland, Ohio, and was aided by the grants of the U.S. Public 
Health Service, of the Brush Foundation, of the Elsa U. Pardee Foundation, of the Franchester 
Fertility Fund of Cleveland, Ohio, and of the Tobacco Industry Research Committee, New York. 
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ont, de ce fait, une quantité constante d’ADN, une augmentation de ces derniers 
et une dispersion plus grande des valeurs mesurées permettent de soupconner de la 
malignité sauf si, bien entendu, des phénoménes de régénération sont attendus. Dans 
certains Cas, en Outre, les mesures quantitatives d- ADN permettent de faire la dis- 
tinction, pour un meme organe, entre une tumeur maligne et une tumeur bénigne. 
Ainsi, dans le cas de la prostate, les teneurs en ADN sont élevées s'il y a malignité, 
tandis qu’elles restent normales et constantes s’il s'agit d'une tumeur bénigne 
Cette différence est intéressante A considérer car, dans les deux types de lésion, 
la taille des noyaux est augmentée, ainsi que les protéines intracellulaires: en outre. 
dans les deux cas également, des figures mitotiques sont rarement observées 

Des tumeurs animales spontanées ou transplantées ont également été étudiées. 
D’une maniére générale, il n'y a pas de différence essentielle dans le comportement 
des ADN entre les tumeurs humaines et les tumeurs animales. Cette similitude est 
interessante car les tumeurs que nous avons étudiées chez l’'animal sont des tumeurs 
a origine virale connue. 

(3) Différents types de cellules infectées de virus contenant de ' ADN ont été 
etudi¢es in situ chez hdte ou cultivées in vitro. Les noyaux de pareilles cellules 
renferment des configurations bizarres de masses d’acide désoxyribonucléique ; 
parallelement, on observe une augmentation et une variabilité frappantes des 
teneurs en ADN. Cette réponse, presque spécifique des cellules infectées de virus 
a ADN, est retrouvée quel que soit le type de cellule étudié (cellules humaines. 
cellules d’insectes, cellules normales ou cancéreuses) et qu'il s’agisse de cellules 
cultivées in vitro ou in situ dans lorganisme. Comme les cellules infectées ne se 
divisent pas, les quantités élevées d’-ADN qu’elles contiennent ne peuvent étre 
expliquées par un rythme rapide de division, comme c'est le cas pour les tumeurs. 
nest pas possible, 4 ’heure actuelle, de déterminersi les taux élevés ADN sont dus 
a la multiplication du virus lui-méme, ou a une synthése anormale d’ADN par la 
cellule héte, ou encore a ces deux possibilités combinées: les faits suggeérent cepen- 
dant qu'il s‘agirait plut6t d'une propagation virale. II est intéressant de constater 
qu’aucun des virus contenant de l'ARN que nous ayions étudié jusqu’ici n’a d’effet 
similaire. 

(4) Plus de 32 000 cellules spermatiques de 200 hommes et de plus de 100 taureaux 
ont ete etudi¢es. Alors que la valeur haploide d’ADN dans les spermatozoides de 
males fertiles est remarquablement constante et uniforme. la quantite d ADN dans 
les spermatozoides de miles infertiles est, au contraire, frequemment variable et 
significativement plus basse. Cependant, l’aspect cytologique et le poids sec de ces 
spermatozoides ne sont pas modifiés, que ces derniers contiennent ou non une 
quantite normale d'ADN. Les mémes constatations restent valables pour les 
cellules des lignées spermatiques; ainsi, chez des hommes infertiles. les spermatocytes 
I et Il, de méme que les spermatides sont déficients en ADN; cependant, aspect 
morphologique de ces cellules peut étre tout 4 fait normal. Dans l’ensemble donc. 
la déficience en ADN, telle que la met en évidence la microspectrophotométrie sur 
reaction de Feulgen dans des cellules spermatiques d’apparence normale, peut étre 
consideree comme un test de diagnostic et le critére d’au moins un type d’infertilité 


masculine. 
INTRODUCTION 

THE investigation of this problem was a co-operative effort in which numerous 
investigators in our laboratory, representing various branches of biology, chemistry, 
and medicine, participated. 

In recent years, microscopists have become increasingly aware of the necessity 
of extending their light-microscope studies of tissues and cells into the chemical 
sphere. Although structural studies have yielded a wealth of information on 


morphological alterations, microscopists have recognized the limitations imposed 
I 
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by purely structural studies, even if performed at the level of the electron micro- 
scope. 

Chemical studies of intracellular substances in single cells, in which the morpho- 
logical architecture of the cells and their relationship within a tissue are still 
preserved, were carried out by CAsPEeRssON in 1936. By combining the microscope 
with a photometric device which permitted light-absorption measurements of 
intracellular substances, he developed the method of microspectrophotometry 
(CASPERSSON, 1936, 1950). The basic principle of microspectrophotometry is 
simple: As in the photometric chemical analysis of solutions, the amount of light 
absorbed at a specific wavelength by an unstained or stained cell structure is used 
as a basis for the qualitative and quantitative analysis of the intracellular substance 
This approach opened new pathways for the study of intracellular substances and 
stimulated the development of other methods, such as Feulgen microspectro- 
photometry and interference microscopy, because the microscope could now be 
used not only as the conventional tool for the study of morphology but, simul- 
taneously, as an instrument for the chemical analysis of cell structures (POLLISTER 
and ORNSTEIN, 1955; LEUCHTENBERGER, 1957a). 

The unique feature of these methods lies not only in the possibility that, for 
instance, protein and deoxyribonucleic acid (DNA) quantity can be determined in 
a single nucleus, such as that of a sperm, but that this analysis can be done in 
mucroscopic sections in situ. In other words, since the architecture of the cells and 
their relationship within a tissue are preserved, a direct comparison between cell 
morphology, protein and DNA content from cell to cell can be made directly 
under the microscope. Thus the DNA and protein behaviour can be explored under 
normal and abnormal conditions during such dynamic processes as growth. 
mitosis and meiosis. Such problems as those concerning the alterations in the DNA 
content associated with the formation of germ cells or the sequential DNA changes 
taking place after infection with a virus, as well as many others that pose questions 
formerly unanswerable because of lack of method, can now be solved. 

The conventional biochemical analysis is obviously not suitable for exploration 
of such problems, because the biochemical DNA determination can be carried out 
at present only on relatively large cell populations. Although such an average 
DNA value may be representative for the cell type if the cell suspension analysed 
is one in which each cell has the same uniform DNA content, it is actually an 
erroneous value if the analysis is done on cells with varying DNA content, which is the 
case In tissues undergoing mitosis or meiosis and during many abnormal processes. 


The possibility of a direct correlation between the functional stage of a cell, 


be it normal or abnormal, its microscopical appearance and its chemical composi- 
tion assumes particular significance when one takes into consideration the fact that. 
in the final analysis, a change in function and morphology of a cell is more or less 
the expression of underlying, and often preceding, chemical alteration. The 
detection of intracellular chemical changes before structural alterations manifest 
themselves is, indeed, one of the intriguing advantages of microspectrophotometry 
and should be of great help to anyone attempting to explore the role of DNA 
and its relation to the occurrence of abnormalities (LEUCHTENBERGER, 1957b: 
LEUCHTENBERGER and LEUCHTENBERGER, 1957) 
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The study of intracellular substances and their relation to structural changes of 
cells and tissues under abnormal conditions has been the centre of our interest 
for over 10 years. Since the cell can be accepted as occupying a fundamental 
position and since it probably is one of the primary targets hit by injurious agents 
in disease, correlated morphological and chemical studies, using microspectro- 
photometry and interference microscopy, seemed to us to be of special importance. 
We felt that such simultaneous morphological and chemical investigation at the 
single-cell level might not only throw light on aetiology and pathogenesis but 
might also help greatly in the detection and understanding of disease. 

In view of the important role of DNA for cell life and cell continuity, its quanti- 
tative stability under normal conditions and its close rel: itionship to the genes, we 
focused our special attention on the study of DNA in abnormal cells and in cells 
under pathological conditions. 


RESULTS 

During the past 10 years we have investigated extensively, by means of Feulgen 
mucrospectrophotometry, the quantitative behaviour of DNA in cells in a wide 
variety of pathological conditions. We have also attempted to Study in some of 
these processes other intracellular constituents, such as proteins, using particularly 


TABLI QUANTITATIVE BEHAVIOUR OF DNA AND OF PROTEINS 
FREQUENTLY ENCOUNTERED IN CELLS OF PATHOLOGICAL PROCESSES 


Pathological process Protein 


(1) Surgical stress Unchanged Increased 
(2) Prostatic hypertrophy and hyperplasia Unchanged Increased 
(3) Precancerous lesions and benign tumours Increased due to mitosis, Increased 
polyploidy or polyteny 
(4) Malignant tumours (including tumours of Increased due to mitosis. Increased 
known viral aetiology, such as Polyoma and polyploidy or polyteny 
Rous tumours) 
(5) Bronchitis after exposure to cigarette smoke 
(a) Early bronchitis Unchanged Increased 
(b) Bronchitis associated with proliferation Increased due to mitosis, Increased 
polyploidy or polyteny 
(6) Viral infections due to DNA-containing viruses Increased Not studied 
(7) Focal hepatic changes (after injection with Increased Not studied 
mouse tumour DNA) 
(8) Male infertility Decreased Unchanged 
(9) Dwarfism (including hereditary pituitary In some tissues Not studied 
dwarfs) decreased 
In some tissues 
unchanged 
(10) Early radiation effects Decreased Not studied 
(11) Early pycnosis Unchanged Decreased 
(12) Late pycnosis Decreased Decreased 


Millon microspectrophotometry and interference microscopy (POLLISTER and 
ORNSTEIN, 1955; LEUCHTENBERGER, 1957a). The quantitative behaviour of DNA 
and of proteins frequently observed in cells of various pathological processes is 
summarized in Table |. Information concerning species, types of tissues and cells 
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analysed and range of DNA values is given in Tables 2 to 5. It can be seen from 
Tables | to 5 that, in contrast to the constancy of DNA under normal physiological 
conditions, the DNA content of cells in pathological processes varies considerably, 
disclosing a wide spectrum of values. In some pathological processes, the DNA 
content remains unchanged (Table 2); in others it frequently increases (Tables 3 
and 4), while in others it often decreases (Table 5). 

This report will deal mainly with the quantitative behaviour of DNA related to 
four pathological processes, namely: surgical stress, tumours. virus infections and 
infertility. The pathological conditions were selected mainly for the following 
reasons: Each of them is an important, frequently-encountered disturbance. 
involving, however, quite different cellular systems and functions. Furthermore. 
there is a striking difference where their —— for the organism as a whole 
are concerned. Surgical stress is more or less a reversible disturbance, usually 
without severe implications; tumours sonidos the normal tissues will lead to 
death; infection of cells with viruses may either induce temporary cell disturbances 


or also have serious consequences for the host, and infertility involves even the 


progeny 
!. SURGICAL STRESS 


The influence of surgical stress on physiologic and metabolic processes of the 
organism is well known. The changes in the chemical composition of the body 
fluids, the electrolytes, in carbohydrate and protein metabolism, and hormonal 
activity of the adrenal and pituitary glands observed in the postoperative period 
are a few examples which serve to emphasize the alterations f following surgical 
Stress. While there can be no doubt that such alterations must be an expression of 
profound chemical cellular changes in the organs, very little work has been done in 
the past in a direct study on cells themselves. While this may seem surprising at 
first, it can probably be explained in part by the lack of suitable methods which 
would allow such chemical studies on a cellular level 

Attempts to study the problem on a cellular level were started in our laboratory 
by J. Cote and C. LeUCHTENBERGER (1956a, b: COLE et al.. 1958). C ells of liver and 
adrenals of dogs subjected to gastrectomy and cholecystectomy were analysed for 
their DNA and tyrosine content. Inasmuch as the adrenal gland is an organ 
intimately concerned with the body’s response to stress, an investigation of the 
cytochemical behaviour of the adrenal after major surgery appeared to be parti- 
cularly pertinent 

The use of microspectrophotometry is especially favourable for the study of 
the adrenal because the different zones of the adrenals can be an: ilysed individually 
from cell to cell as to their chemical composition and their morphological appear- 
ance 

In analysing over 7000 individual cells from livers and adrenals from seventeen 
dogs, we found that the DNA content remained unchanged. The stability of the 
DNA content is the more remarkable since a marked elevation of tyrosine was 
noted in liver cells and in the cells of the adrenal medulla after surgery. This 
response, which was present in animals as early as 3 hr following surgery, assumes 
added significance when we bear in mind that this is being observed in the cells of 
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organs not directly involved by the surgical trauma. Of special interest is the finding 
that cells of the adrenal cortex revealed only slight changes in the tyrosine content 
as compared to the cells of the adrenal medulla. The differential response of the 
cells from the different parts of the adrenal after surgery is in keeping with the 
metabolic activities in the two portions of the gland. 

As far as we know, tyrosine does not seem to play a role in the formation of 
cortical hormones and, therefore, it is not surprising to find only slight changes in 
the tyrosine content in the glomerulosa and fasciculata. On the other hand. the 
marked elevation of tyrosine in the cells of the adrenal medulla merits special 
consideration in view of the relationship between tyrosine and epinephrine. Recent 
biochemical evidence presented by UDENFRIEND and WyNGAARDEN (1956) has 
clearly shown that tyrosine is a precursor of epinephrine and norepinephrine. 
Furthermore, studies of patients who have undergone severe stress, such as burns, 
show increased excretion of epinephrine and norepinephrine. In our own 
experiments, the striking increase in tyrosine within the cells of the medulla after 
surgery may be looked upon also as a response of the adrenal to major stress at a 
cellular level. We are cognizant of the fact that data on epinephrine excretion and 
epinephrine synthesis are not wholly comparable; nevertheless, the suggestion may 
be made that the two phenomena are interrelated. Further support of this concept 
is found in the fact that the cellular tyrosine increase occurs as early as | to 6 hr 
after stress and the peak urinary excretion noted by Berke ef al. (1953) occurred 
within the first 8 hr following the burns. 

The finding that DNA and tyrosine of the same cells respond quite differently 
when dogs are exposed to surgical stress is in accordance with results obtained in 
other species and other tissues involving different abnormalities. As can be seen 
from Tables | and 2, hypertrophy and hyperplasia of the prostate in the human 
and early bronchitis in mice after exposure to cigarette smoke similarly disclose a 
stability of the DNA content in spite of an increase of intranuclear and intra- 
cytoplasmic proteins (PeERSKY and LEUCHTENBERGER, 1957; LEUCHTENBERGER 
et al., 1958a). Such data certainly support the DNA-constancy theory of Botvin, 
VENDRELY and VENDRELY and are similar to DNA results in normal cells under- 
going protein synthesis (SCHRADER and LEUCHTENBERGER, 1950). Nevertheless, one 
might have expected that protein synthesis, which is caused by an abnormal con- 
dition, would be reflected in the behaviour of the DNA. Perhaps the fact that these 
pathological processes are more or less self-limiting and even reversible, such as 
is the case for early bronchitis or surgical stress, may explain the unalteredness of 
the DNA. Furthermore, the fact that proteins are increased instead of decreased 
may also play a role in the preservation of the DNA quantity. A loss of proteins 
from cytoplasm and nucleus, such as was found to occur during pycnosis of cells 
(LEUCHTENBERGER, 1950), is associated with a progressive decrease of DNA, 
resulting in the death of the cell. (See Table 1"), (2), 


2. TUMOURS 

Ever since it was established that the nucleoproteins are the essential building- 
stones of cells (MIESCHER), tumours have been considered to contain larger amounts 
of DNA than normal cells. This concept was suggested by the increase in size and 
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stainability so frequently observed by pathologists in tumours. However. there 
were no chemical data to confirm or negate the concept. This may seem surprising, 
but it can be explained by the lack of adequate chemical methods for attacking 
such a problem. One must keep in mind that, in order to answer the pertinent 
question of whether or not the DNA content of a tumour cell is different from that 
of a normal cell, a special method is needed which permits the chemical analysis 
of a single cell. It is obvious that the conventional biochemical procedure, which 
determines the DNA content in a mashed neoplastic tissue, cannot give an answer, 
because it yields only a value which refers to the fresh or dry weight of the tissue 
without discrimination between cellular and non-cellular material. Even if bio- 
chemical analysis is done on a mass of isolated cells or nuclei (which. in most 
tumours, 1s nearly impossible because of the technical difficulties encountered in 
solating nuclei of human tumours), the DNA content per cell is only an average 
value computed from the analysis of a mass of cells. While such an av erage value 
may be representative for single cells in cell Suspensions with a uniform DNA 
content, It is not significant for the single cell, nor does it reveal any variation from 
cell to cell if the suspension analysed consists of cells with varying DNA content. 
The difficulties and pitfalls encountered in interpreting the biochemical results in 
suspensions of polyploid cells, even in normal tissues, such as the liver. have been 
demonstrated in earlier work by LEUCHTENBERGER et a/. (1951). 

However, with the availability of microspectrophotometry, the question con- 


cerning the relation of DNA to tumours became approachable. In view of the 


obvious importance of malignant transformation for the human. we began an 


extensive st on human tumours in our laboratory, using Feulgen-micro- 
spectrophotometry (LEUCHTENBERGER ef al., 1954b: LEUCHTENBERGER, 1954: 
LEUCHTENBERGER et al., 1956a). Since very little was known about the DNA content 
of cells in normal human tissues prior to this study, an extensive comparative study 
on the DNA content of a variety of normal and malignant human tissues had to be 
carried out to establish a baseline. DNA measurements were made of nearly 
7000 individual cells from seventy-one normal and fifty-two malignant tissues. It 
was found that all the normal tissues, no matter what their origin or metabolic 
function, contained cells with a similar basic mean DNA content. a finding which 
was m accordance with the original observations in animal tissues. This DNA 
content (2°8 arbitrary units, or 5-6 x 10-* mg) was approximately twice that found 
in the sperm cells and is characteristic for human cells with a diploid chromosomal 
complement. Some adult tissues, such as the liver, also carry cells with nearly 
exact multiple amounts of the diploid cells, indicating correlation of the DNA 
content with the presence of multiple chromosomal complements, that is, poly- 
ploidy or polyteny. 

In contrast to this constant and orderly pattern of DNA in normal tissues, 
the DNA content of precancerous lesions and malignant tumours was found 
10 be considerably higher and revealed a much larger scatter from cell to cell. 
Characteristic examples are given in Fig. 1. It illustrates the difference in DNA 
behaviour between a primary adenocarcinoma of the stomach (Fig. la), a metastasis 
from this tumour to a lymph node (Fig. 1d), both disclosing high and scattered 
DNA values, and the surrounding normal portions of stomach (Fig. 1b) and 
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lymph-gland free of tumour (Fig. Ic), the latter disclosing constant diploid DNA 
values. Thus the DNA findings in tumours are indeed in accordance with the 


morphology of tumour cells exhibiting increase in size and staining intensity. 


However, since increase in DNA is also found in cells of rapidly-growing normal 
tissues undergoing mitosis, such as embryonic tissues, the deviating DNA values in 
malignant tissues are probably due to the mitotic process in tumours and cannot 
be considered a specific criterion for diagnosing malignancy per se. On the other 
hand, it must be kept in mind that normal adult tissues do not usually undergo 
mitosis and, consequently, exhibit the constant basic amount of DNA in thei: 


cells as shown for normal stomach and lymph node in Fig. 1. 


Fic. 1. Amount of DNA (microspectrophotometry) in human tissues 


Therefore, an increase in DNA values in cells of an adult tissue should evoke 
suspicion of neoplastic growth unless regeneration is to be expected. One may 
argue, of course, that microscopic examination of a tissue for mitosis is much 
simpler and will lead to the same results. However, the absence of mitotic figures 
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in a tissue does not exclude the possibility that mitosis is taking place. If the time 
period of the mitotic cycle is very rapid, mitotic figures may be missed completely. 
Since DNA synthesis occurs at a very early stage of the mitotic process, namely, 
already in interphase, and is thus independent of the time period of the mitotic 
cycle, DNA increase can be used as a most sensitive indicator for a division 
process. Studies of this kind may be particularly helpful in the cases which the 
pathologist designates as borderline cases, such as carcinoma in situ, some cases 
of low-grade malignancy, and, in brief, cases in which mitotic figures are scanty 
or absent. Although these studies clearly reveal that the malignant process has no 
specific effect on the DNA content of a nucleus, nevertheless. deviating DNA 
values in cells which seem morphologically normal may indicate a preparation for 
abnormal growth and may, therefore, be of help in diagnosing early malignancy. 

Furthermore, in some specific instances, DNA analysis may even permit separa- 
tion between benign lesions and malignant ones occurring within the same organ 
Persky and LEUCHTENBERGER (1957), who compared the DNA content in cells 
from twenty-two benign hypertrophic or hyperplastic prostatic glands with that 
in cells from twenty-five malignant prostatic glands, found a significant difference 
in the DNA behaviour. While the malignant cells showed the expected higher 
DNA values, the benign cells disclosed essentially a normal constant DNA 
quantity (Fig. 2). This difference in DNA behaviour deserves special consideration, 
since nuclear sizes as well as intracellular proteins were increased in both types 
of lesion, the benign and the malignant one (I ig. 2 and Table | (2)-(3)). The 
constant DNA values found in these benign conditions are in accordance with the 
cytological observations made in these same specimens. In spite of careful cyto- 
logical examination and extensive search within these glands, mitotic figures were 
rarely encountered. Since there is this lack of mitosis associated with an absence 
of DNA doubling characteristic for formation of new cells. enlargement of the 
tissue must either have occurred previous to the surgery or be progressing at a 
very slow rate. It is felt that the integration of the cytochemical data with the 
clinical and histopathological findings is helpful in obtaining a better understanding 
of the true nature of these benign lesions. The suggestion that the benign lesions 
are the remains of a previous stimulus, with little residual growth activity, seems 
justified and is corroborated by their clinical course. Studies of this kind may be 
helpful when a definite diagnosis cannot be reached in consideration of the 
Suspicious prostatic biopsy. When an area of DNA build-up is demonstrated in 
such a specimen, one would feel more secure in proceeding with radical surgery. 
A failure to demonstrate a build-up of DNA would Suggest that, in terms of the 
growth potential, the tumour is of relatively low-grade activity, at least at the time 
of the biopsy 

In addition to the various types of human tumour studied by us, we also 
examined spontaneous and transplanted animal tumours for the relation of DNA 
to them (LEUCHTENBERGER, 1950, 1956; LEUCHTENBERGER ef al., 1952) Principally 
there were no essential differences in the DNA behaviour in human and in animal 
tumours studied. This similarity of DNA response deserves special consideration, 


because some of the animal tumours were tumours with a known viral actiology, 


namely, Rous sarcoma of the chicken and Polyoma tumours of mice. The Polyoma 
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tumours, described first by Stewart (1955) seemed of particular interest, since 
injection of the virus into new-born mice will result in formation of different 
types of tumour, either sarcoma or carcinoma, and frequently in several organs of 


the same mouse. Furthermore, the sequence of events leading to these tumours can 
be studied with time, thus making it possible to relate changes in DNA content to 


gradual malignant transformations. One outstanding cytological feature during the 


development of this tumour is the early occurrence of peculiar, large “balloon- 
shaped” cells in tissues infected with the Polyoma virus. 
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FiG. 2. Mean amounts of DNA in nuclei (Feulgen microspectrophotometry) and nuclear volumes 
of epithelial cells from benign hypertrophic, hyperplastic and malignant prostatic glands. 


A characteristic example of the DNA patterns observed in normal kidney cells 
and during various stages of proliferation is given in Fig. 3. As can be seen, 10 days 
after infection of new-born mice, the DNA values for control- and Polyoma- 


infected mice are essentially the same, both disclosing values between two and four 
DNA, in accordance with the DNA synthesis during mitosis. However, starting 
with 17 days after infection, when the DNA values in the kidney of the controls are 


3 
is 
| 
| | 
5 
oO] : 
Jie 2.0 40 60 | 
4 
960 | 
0 
ag 
{ 
| 


142 C. LEUCHTENRERGER and R, LEUCHTENBERGER 


predominantly two DNA, because mitosis is either absent or scanty, the kidneys of 
the virus-infected mice continue to show higher DNA values, in accordance with the 
presence of mitosis and abnormal proliferation. The similarity of DNA patterns 
observed in such virus tumours to that of other tumours is evident; in other words, 
here again the DNA increase can be explained just on the basis of mitosis, poly- 
ploidy or polyteny. The implications of this finding for host-cell—virus relationship 
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son between amounts of DNA* (Feulgen microspectrophotometry) in kidney 
cells from control mice infected at birth with polyoma virus 


in virus infections leading to proliferation of cells as compared to the host-cell—virus 
relationship in virus infections leading to death of cells will be discussed in the 
following section 


3. VIRUS INFECTIONS 
In recent years analysis of many viruses has revealed that viruses contain chemical 
components similar to those of cells, namely DNA or RNA, or both. In view of the 
fundamental difference between location and function of DNA and RNA in normal 
cells, the study of the effect of DNA and RNA viruses on host-cells provoked our 


keen interest. Among the many problems concerning the peculiar relationship 
between virus and host-cells, we focused our special attention on the following 


question: Is there a cytological and cytochemical difference in the response of 
cells after an infection with a DNA virus as compared to that following an infection 
with an RNA virus? To study this question we first explored DNA-containing 
viruses, with particular emphasis in regard to their effect on the intranuclear DNA 
of the host-cell. Because of the importance of DNA as an essential chemical con- 
stituent of cells and its quantitative stability in normal cells, the study of DNA in 
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cells after they have become infected with a virus which itself contains DNA 


obviously assumes great interest when one is attempting to elucidate virus—host-cel| 


relationship. Since the question arose as to whether the response of the intra- 


iv 


cellular DNA to the virus DNA is more or less a characteristic one. different types 


of cells infected with different DN \-containing viruses were studied and two maii 


lines of approach were followed. The first line concerns the DNA behaviour of 


cells in situ of tissues from hosts with virus diseases: the second deals with the DNA 


behaviour of cells in tissue cultures infected with virus (Leuc HTENBERGER ef a 
1959). 


One of the well-known virus diseases of the human skin is the common wart 


verruca vulgaris. In contrast to the uninvolved epithelial cells, the infected skin 


cells show large nuclei filled with bizarrely shaped, often grapelike, masses of 


DNA-containing material, or crystal-like structures. In later Stages a bursting of the 
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Fic. 4. Comparison between amounts of DNA (microspectrophotometry), nuclear sizes of indi- 


vidual cells from normal skin and skin infected with verruca vulgaris. 


cells, releasing DNA material, and death of the cells themselves, are observed. When 
nuclear size and DNA content are determined in individual cells of normal skin and 
compared with those infected with verruca vulgaris, data are obtained of which a 
characteristic example is shown in Fig. 4. It is evident that the nuclear sizes and the 
DNA values (as obtained by Feulgen microspectrophotometry) of the normal skin 
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cells show a relatively narrow range; that is relatively little variation from cell to cell. 
The mean DNA value corresponds to the characteristic basic two DNA value found 
for diploid cells of all human tissues that we have examined thus far, and is twice that 
contained in the haploid human sperm. In contrast to the uniform size and stability 
of DNA in normal skin cells, the cells of the skin infected with verruca vulgaris 
exhibit not only larger and more variable nuclear sizes, but also strikingly higher 
DNA values, with considerable variability of the DNA content from cell to cell. 
It thus appears that infection with verruca vulgaris interferes with the stability of 
the DNA content of the normal skin cells and elicits production of abnormally 
high amounts of DNA within the nuclei. Since these increased quantities of DNA 
were found in areas of skin without mitosis, the high DNA amounts cannot be 


explained on the basis of an abnormally rapid cell division, as we reported to be the 


case in human tumours (LEUCHTENBERGER ef a/., 1954b). It is also highly improbable 
that polyploidy or polyteny may be responsible for these high DNA values, 
because, instead of well-defined multiple groups of two DNA, four DNA and 
eight DNA such as are found, for example, in polyploid human liver, a more or 
less continuous increase of DNA is observed in nuclei after infection with verruca 
vulgaris. Furthermore, the cytological appearance of the chromatin in cells with 
polyploidy or polyteny formation is distinctly different from the abnormal con- 
figuration of the DNA material in the nuclei of the verruca vulgaris infected cells. 

In order to determine whether this abnormal cytological and cytochemical 
DNA pattern ts specific only for skin cells infected with verruca vulgaris in the 
human host, human cells of different tissues infected with different DNA-containing 
viruses, namely adenoviruses, were studied in tissue cultures. Tissue cultures are 
very favourable systems for such investigations, since the sequence of events in 
cells can be assessed from a cytological and cytochemical point of view at various 
known time intervals after the viral infection. Two types of cell were utilized: 
HeLa cells, a human cancer cell grown in tissue culture (BOYER ef a/., 1957; 
LEUCHTENBERGER and Boyer, 1957) and first-generation tissue cultures of human 
amnion. The cytological response and the DNA pattern after infection with the 
same type of adenovirus were very similar in these two types of cell. Characteristic 
examples of the cytological and DNA changes observed in amniotic cells after 
infection with adenovirus type-7 are given in Fig. 5 and 6. The increase in nuclear 
size, the formation of bizarrely-shaped masses of DNA, the occurrence of DNA 
containing crystal-like structures, and the abnormally high DNA values are all 
features similar to those in verruca vulgaris. The absence of mitosis in cells which 
contain the large DNA masses ts another important feature observed after infection 
with these DNA viruses. In spite of extensive search, we have been unable to find 
any indication of mitotic stages (including prophases): in other words, the cells 
infected with the DNA viruses seem to be unable to produce daughter-cells. 
The nuclei of the virus-infected cells become larger and larger, are filled with 
increasing DNA amounts, and finally burst—releasing DNA. When mitotic figures 
are observed in tissue cultures or in tissues in vivo, it can be easily recognized that the 
cells undergoing mitosis have not been infected by the virus. HARFORD ef a/. (1959), 
who studied HeLa cells infected with adenovirus, confirmed our light-microsc opic 
studies by electronmicroscopy: no virus particles could be found in mitotic cells. 
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The cytological and cytochemical pattern of cells infected with these DNA 
viruses is in striking contrast to that of cells infected with an RNA virus. such as 
the Rous virus. Such cells show numerous mitoses leading to tumour formation 
and an increase in the DNA content explainable on the basis of DNA synthesis 
needed for the ensuing cell divisions. The same holds true for the tumours produced 
by the Polyoma virus. Although, at present, no information is available as to 
whether or not the Polyoma virus contains either RNA or DNA. our cytological 
and cytochemical studies suggest that we are dealing with an RNA virus having 
an effect on cells similar to that produced by the Rous virus (LEUCHTENBERGER 
et al., in press). 


The differential response of cells after an intranuclear infection with a DNA virus 
as contrasted with that following an infection with an RNA virus deserves special 


DNA IN ARBITRARY UNITS 


FiG. 6. Comparison between amounts of DNA (microspectrophotometry) in individual nuclei 


human amniotic cells before and after infection with adenovirus type 7 


comment, particularly in connexion with the problem of a possible viral origin 
of tumours. If our concept is correct that further propagation of daughter-cells is 
excluded whenever nuclei of cells are infected with DNA virus leading to these 
peculiar cytopathological and DNA changes, then it is highly improbable that an 
infection of cells with such a DNA virus can cause any tumours. It would seem 
much more likely that, if a virus is responsible for some tumours, it should be an 
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RNA virus causing proliferation of cells similar to that produced by the Rous 
virus 

The finding that intranuclear infection with DNA virus elicits an abnormal 
DNA metabolism in the nuclei leading ultimately to death of the cells can, at 
present, be interpreted only in a speculative way. One of the great difficulties, when 
attempting to explain the abnormally-high DNA values, comes from the impossi- 
bility of differentiating in situ between the intranuclear virus DNA and the host- 
cell DNA by the existing methods, including the Feulgen reaction. Therefore it 
cannot yet be decided whether the large DNA amounts observed are due to 
multiplying virus DNA or to an unusual and irregular synthesis of host-cell DNA 


NUCLEAR VOLUMES 


Fi Con yn between amounts of DNA (imicrospectrophotometry), nuclear sizes of indi- 


vidual cells { ormal kidney and kidney from a patient with possible systemic virus disease 


induced by the presence of the virus. That the aberrations may reflect viral propa- 
gation is suggested by the similarity of the cytological and cytochemical behaviour 
of cells infected with other DNA viruses in which intranuclear viral synthesis 
occurs (Y AMAFUJI ef a/., 1954; LEUCHTENBERGER and Boyer, 1957). It thus appears 
that there is a uniform response of cells to an intranuclear infection with a DNA 
virus which seems to be almost specific for these virus-infected cells, irrespective of 
the type of DNA virus, irrespective of the type of cell infected (normal or cancer 


cell) and regardless of whether the cells are still in situ or have been explanted to 


grow in tissue culture. As a matter of fact, when the microscopist is confronted 
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with this peculiar combination of intranuclear bizarre configuration of DNA 
masses and increase and variability of DNA, which cannot be explained on the 
basis of mitosis, polyploidy or polyteny, he must seriously consider viral aetiology. 
Such a case, in a young man who died of an unexplained respiratory disease, was 
reported by Moritz and LEUCHTENBERGER (1955). Nearly all the tissues examined 
contained cells with large nuclei and intranuclear alterations very similar to those 
found in the virus-infected cells described above. In I ig. 7 the nuclear size and the 
DNA values in the kidney of this man are graphed for comparison with those of a 
normal kidney. The similarity of the DNA pattern in the kidney nuclei of this case 
to those of the verruca- or adenovirus-infected nuclei is evident. 

In this connection, some preliminary results which we obtained in our studies 
on the effect of tumour DNA on mice deserve to be mentioned (LEUCHTENBERGER 
et al., 1958b). When white mice (BALB/C and CF,) were injected intraperitoneally 
with DNA prepared from tumours of agouti C,H mice, foci of unusually large 
atypical cells appeared in the livers. The cytological appearance resembled early 
changes observed in tissue cultures after infection with DNA viruses. such as 
formation of intranuclear eosinophilic inclusions. Furthermore. the increase in 
nuclear size was associated with increased and variable DNA quantities, in spite 
of conspicuous absence of mitosis. Injections of DNA prepared from spleens or 
livers of the same C,H mice did not provoke a similar change in the livers. 

The question of whether the effect of tumour DNA is due to an aberration in 
the DNA molecule or, perhaps, to a contamination with a virus not present in 
DNA of the normal organs must await further investigation. However, in view of 
the similarity between the findings obtained in cells with known viral aetiology, it 
is Intriguing to speculate on the possibility that there may be a related cause for 
the cellular changes. Although we realize, of course, that proof of viral aetiology 
is lacking for the last two examples, the concept of a possible viral infestation is 
offered with the suggestion that other pathological tissue processes of unknown 
aetiology presenting similar findings would also be examined from a viral point 
of view 
4. INFERTILITY 

One example where the relationship between an abnormal condition and the 
behaviour of DNA is of special interest concerns the problem of male infertility. 
It is well known that the analysis of sperm cells constitutes one of the fundamental 
criteria in studying the complex problem of fertility in the male. However, while 
it is generally recognized that volume and viscosity of seminal fluid, as well as 
counts, motility and morphology of the sperms, give basic information in the 
appraisal of fertility, there is no agreement concerning the decisiveness of any one 
of these factors in determining whether the sperms of a male are capable of normal 
fertilization. HoTrcukiss (1944) concludes that it is necessary to correlate all known 
data on the semen with the findings obtained by physical examination of the male 
to justify a division into fertile and sterile categories. The difficulties in gauging 
sperms for their fertilizing ability clearly indicate a lack in our knowledge of the 
detailed structure of the sperms, and suggest the presence of still unexplored 
elements which may play a conclusive role in the characterization of a sperm as 
fertile or sterile. 
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' the fact that the mature sperms carry mainly deoxynucleoproteins, 
we felt that an investigation of the possible role of DNA for the problem of male 
nfertility might be of importance. Therefore, during the years 1951 through 1958, 


we undertook a very extensive study, examining by means of Feulgen micro- 


spectrophotometry over 32.000 individual sperm cells from 200 men and over 100 
bulls for their DNA content (LEUCHTENBERGER ef a/., 1953, 1955, 1956 b. c and e. 
| HT! eR and 1958: LeuCHTENBERGER. 1959: Were 
Levct ‘BERGER, 1957). The seminal fluids of the human males were 

) ed the Infertility Clinic of the Maternal Health Association in 

Cleveland. 7 fertile men were fathers of one to three children and the 
re the isbhands of barren couples who had been evaluated 

ccordi e standards established by the American Society for the Study 


seminal 


n breeding stations in Ohio, Virginia and 


Kansa It a be empnas ed tnat t DN \ unaiyses were done only on 


sperm cell: normal morphology and that, at the time when the DNA deter- 


mination carried out in our laboratory, we had no knowledge as to whether 
he specimen examined came from a fertile or an infertile individual 

Since, | ir Studies, no systematic attempts had been made to determine 
quantitatively DNA tn individual sperm cells of men and bulls. an extensive stud 
of the DNA ent in sperms from fertile males was carried out so that a baseline 
for compa with infertiles could be established. Fig. 8 illustrates the results of 
Feulgen microspectrophotometric measurements of DNA in over 5000 individual 
sperms obta 1 in seminal fluids from thirty-four fertile men and fifty-five fertile 
bulls. Exam t first the DNA data for the human sperms in the upper graph, it 


can be seen that there is very little variability in the DNA content from sperm to 
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sperm. Over 90 per cent of all sperms examined have a DNA content within 
10 per cent of the mean DNA value of 2-5 10-* mg. This striking constancy 
of the DNA content is also obtained in sperms of fertile bulls. The DNA 
values show a very narrow range, with little variability from sperm to sperm, and 
approximately 90 per cent of the sperms are within 10 per cent of the mean DNA 
values of 3 10-* mg characteristic for bull sperm. In both humans and bulls 
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and mean DNA 
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Fic. 9. Range of amounts of mean DNA (10~*mg) in spermatozoa from 34 fertile men and $5 
fertile bulls 
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Fic. 10. DNA in individual spermatozoa of 5 different semen samples from the same fertile bul 
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obtained at 2-3 months intervals 


the DNA content corresponds very well to the haploid chromosomal complement 
of In, which is characteristic for the sperm. The quantity of DNA in the haploid 
sperms is half of that found in diploid somatic cells of humans and cattle, respectively 
( LEUCHTENBERGER, 1959; LEUCHTENBERGER ef al., 1956d; LEUCHTENBERGER and 
SCHRADER, 1955). The DNA quantity in sperms is also very similar from man to 
man and from bull to bull within the fertile group, as can be seen from Fig. 9 
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All thirty-four fertile men ipa a mean DNA content in their sperms which was very 
close to the value of 2-5 x 10-* mg, the largest deviation being 15 per cent, and 
all fifty-five bulls had a a mean DNA content close to 3 10-* mg, the largest 
deviation being 20 per cent. Although these data strongly suggest that the DNA 
content in morphologically normal sperms is characteristic and extremely stable 
for each fertile individual, repeated analyses of different samples obtained over a 
long period of time from the same fertile males were carried out. Such DNA 
determinations revealed little variability in the quantity of DNA from specimen to 
specimen examined at monthly intervals, even within a period of 2 years. Fig. 10 
gives an example illustrating DNA values for five repeat samples obtained from 
the same fertile bull at bimonthly intervals. It is evident that there is a simil: irity not 
only between the mean DNA but also between the distribution of the individual 
sperm DNA values from sample to sample. This constancy of the DNA content 
in sperms of various samples is the more remarkable since sperm counts and 
number of sperms with normal morphology frequently fluctuated in the same 
specimens. Fig. 11 shows a comparison between such data and the DNA content 
on twelve different samples obtained from the same fertile man within a period of 

2 years. It can be seen that, in contrast to the constant DNA quantity in all samples, 
the sperm counts and the sperm morphology disclosed considerable variation from 
sample to sample 


Mean DNA | | Sperm count 
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i 
Fic. 11. Analyses of DNA content, counts and normal morphology of spermatozoa in 12 repeat 
samples from the same fertile male. 


A further illustration of the DNA constancy and of the reproducibility of the 
DNA data obtained by Feulgen microspectrophotometry in sperms from fertile 
males is given in Fig. 12. It can be seen that the DNA values for individual 
sperms in seminal fluids obtained from three groups of fertile men at three different 
periods covering a number of years are indeed very similar, with each group having 
the characteristic haploid DNA content (expressed here in arbitrary units) 

Turning now to the DNA data obtained in infertile males, one is justified 
stating that the stability of the DNA content in sperms from fertile males represents 
an obviously good basis for comparison. 

In contrast to the constant and uniform haploid DNA content carried in the 
sperms from fertile men and from fertile bulls, the DNA content from infertile 
men and infertile bulls is frequently significantly lower than in fertile and varies 
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Fic. 12. Amount of DNA (microspectrophotometry of Feulgen reaction) in individual spermatozoa 


of fertile men. Studies done at different periods (1952-1955) 
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Fic. 13. Comparison of DNA content in individual spermatozoa between a fertile and an infertile 
man and a fertile and an infertile bull. 


considerably from sperm to sperm, from sample to sample, and from individual to 
individual. Fig. 13 is an example illustrating the difference between the DNA 
content in sperms from a fertile and an infertile man and from a fertile and an 
infertile bull. It can be noted that the infertile man has significantly lower DNA 
values than the fertile man and that the infertile bull reveals not only a similar 
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DNA deficiency but also a larger scatter of the DNA content from sperm to sperm 
when compared with the DNA data obtained in the fertile bull. 

This DNA deficiency in sperms of infertile males as contrasted to the normal! 
haploid DNA content in sperms of fertile males is the more significant since, as 
pointed out previously, only sperms of normal appearance were selected for the 
DNA determinations. In other words, sperms with a normal DNA content from 
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FiG. 14. Nuclear diameters and DNA content of sperm nuclei from fertile and infertile men 
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Fic. 15. Mean amount of DNA in spermatozoa of 7 individual semen Samples of a male with 
proven fertility, and of 14 individual semen samples of a male with suspected infertility, taken at 


different intervals within a period of 17 months 


the fertile group and sperms with a deficient DNA content from the infertile 
group could not be distinguished cytologically. This statement is confirmed by 
data presented in Fig. 14. It can be seen that the sizes of sperm nuclei, in which the 
DNA was determined, are nearly identical for the fertile and infertile males. in 
spite of the fact that most of the sperm nuclei from the infertile group carried 
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significantly lower and more variable amounts of DNA than the sperm nuclei 
from the fertile group. 

In view of the finding that each fertile male examined had always the same 
haploid DNA content in sperms in repeated samples, the question arose as to 
whether an infertile male with a low DNA content would similarly show persistent 
low DNA amounts in repeated samples. A study of fifty infertile males with at 
least four, and up to twenty, repeat samples for each infertile individual disclosed 
that a low DNA is by no meansa permanent feature, but that the DNA amount 
in sperms may vary considerably from sample to sample for the same infertile 
male. Fig. 15 gives an example illustrating this variability. In contrast to the constant 
DNA amount present in all seven samples from the fertile male, the DNA values 
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Fic. 16. Amount of DNA (microspectrophotometry) in 135 spermatozoa of the same infertile 
male (LE 212) at different intervals 


for the infertile vary from sample to sample, with some of the samples showing 
even a normal DNA value. In some infertile males, the DNA values were always 
abnormal for each sample; however, as can be seen from Fig. 16, the degree of 
DNA deficiency was not the same for each sample. The finding that a faulty DNA 
content is not necessarily a persistent feature and that it may not only fluctuate 
but even revert to a normal DNA in sperms of an infertile individual must be taken 
into consideration when trying to evaluate DNA data in sperms. A DNA analysis 
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of a single seminal specimen which gives a normal sperm DNA value is not indica- 
tive that the individual belongs to the fertile group. Only DNA examinations of 
repeated samples at various time intervals will reveal the DNA pattern and deter- 
mine to which group the individual belongs. Of interest, however, is the fact that. 
in infertile males, the majority of repeat samples gave abnormal DNA values. For 
example, in a series of 108 specimens derived from eighteen infertile males, only 
15 per cent of the samples had a normal mean DNA value, while the remaining 
85 per cent were abnormal; whereas the counts, morphology and motility of 


sperms in the same specimens were all normal. As a matter of fact, in a series of 


thirty-five human couples with a mean duration of infertility of from 5 to 7 years 
or persistent infertility during the observation period, no significant defects in 
either man or wife could be detected, with the exception that thirty-three of the 
thirty-five males showed, at certain periods, abnormality of the DNA amounts in 
their sperms. Such data indeed suggest that a low DNA in sperms may possibly be 
one of the causes of otherwise unexplained infertility or prolonged duration of 
infertility. Although it is conceivable that a male with an occasional normal mean 
DNA value might be fertile at this period, this is by no means assured, but needs 
further study. Perhaps the frequency with which normal DNA values in sperms 
recur may be an important factor in gauging periods of infertility or complete 
Sterility 

Because of the deficient DNA quantity carried in sperms of some infertile males, 
the question arises as to whether this deficiency is due to a loss of DNA from the 
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Fic. 17. Amount of DNA (microspectrophovometry) in spermatids of normal and dwarf bulls 


mature sperm per se or whether it can be traced back to testicular precursor cells, 
such as spermatogonia, primary and secondary spermatocytes, and spermatids. 
An investigation of this problem seemed of particular interest, because it would 
not only provide an answer to the question concerning at what stage during 
spermatogenesis the DNA disturbance occurs, but it would also permit the simul- 
taneous exploration of histological, cytological and chromosomal behaviour in 
the testis and their relation to the DNA disturbance 

In pursuing this study, we examined over 2500 individual spermatogenic nuclei 
in testes from eight men and from eleven bulls for their DNA content. As fertile 
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human controls, the spermatogenic nuclei of testes were analysed from three men 
who were fathers of from one to two children and who died during the age period 
from 22 to 44 years. The infertile material consisted of testicular biopsies from 
husbands of barren marriages in which, according to the clinical investigation, 
neither husband nor wife showed significant defects which could be presumed to 
account for the barren marriage. As fertile bull control material, testes from fertile 
Horned Hereford bulls were analysed and compared with those of sterile Horned 
Hereford dwarf bulls or infertile Horned Hereford bulls suspected of carrying 
dwarf genes (LEUCHTENBERGER et a/., 1956d). DNA determinations in spermatogonia 
disclosed no significant difference between DNA amounts of fertile and infertile 
men and of fertile and infertile bulls. However, the DNA values of the primary 
spermatocytes, secondary spermatocytes and the spermatids of the infertile males 
were, in a number of cases, significantly lower than those of the fertile males. 
Fig. 17 illustrates a characteristic example of the difference between the DNA 
values in the spermatids of two sterile dwarf bulls and a normal fertile bull. In 
contrast to the narrow range of the DNA values of the spermatids of the fertile 
bull, the DNA values of the two dwarfs reveal not only significantly lower DNA 
values but also a much greater variability from spermatid to spermatid, the DNA 
behaviour being very similar to that found in the mature sperms. Of interest 
might be the finding that, although the DNA deficiency in these dwarfs could be 
traced back to the primary spermatocytes, neither the spermatogonia nor the 
somatic cells of other tissues revealed any DNA differences between dwarfs and 
normal bulls. Fig. 18 illustrates the DNA pattern in the livers of the same animals. 
It is evident that mean DNA content and distribution of DNA values from liver 


cell to liver cell are practically identical in the fertile and sterile dwarf bulls. 


Fic. 18. Amount of DNA (microspectrophotometry) in liver of normal and dwarf bulls. 


Considering now the DNA values of primary spermatocytes, secondary sperma- 
tocytes and spermatids, it should be stated that all the fertile men and fertile bulls 
examined showed very similar constant DNA values, with little variation from 
individual to individual. In contrast, the degree of DNA deficiency varied among 
infertile men from man to man, and, among infertile bulls, some bulls showed even 
normal DNA values in their spermatogenic cells. 
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However, in all cases examined, the primary spermatocytes revealed already 
the trend of the DNA pattern. When the DNA content of the primary sperma- 
tocytes was abnormal, then the DNA quantities in secondary spermatocytes, 


spermatids and sperms were abnormal, and, if the DNA in primary spermatocytes 


was normal, then the amount of DNA was also normal in secondary spermatocytes, 


spermatids and sperms. Fig. 19 illustrates the characteristic relationship between the 
DNA values of primary, secondary spermatocytes and spermatids in fertile men 
and fertile bulls and infertile men and bulls with DNA deficiency. It can be seen 
that the fertile man and the fertile bull have DNA values which are normal and in 


accordance with the chromosomal complement, giving a DNA ratio of 4:2:1 for 


oO fertile bull 


B infertile bu 


19. Comparison of DNA content in primary (S,), secondary spermatocytes (S,) and sperma- 


tids (S,) between a fertile and an infertile man and a fertile and an infertile bull 


primary, secondary spermatocytes and spermatids, respectively. In contrast, the 


infertile man, who, in repeat samples over a period of 2 years, always had deficient 


DNA amounts in his sperms. has significantly lower DNA values in all three types 


of spermatogenic cell. Similarly, the infertile bull reveals deficient DNA values in 


the primary spermatocytes, secondary spermatocytes and spermatids as compared 
with the DNA content in these cells from the fertile bull 


However, it can be noted that, in spite of the finding that the DNA deficiency 
1s already present in the primary spermatocytes, a DNA ratio of 4:2:1 is main- 


tained for the primary, secondary spermatocytes and spermatids. These results 


indicate that a DNA deficiency in the primary spermatocytes is apparently without 


any influence on the two following meiotic divisions. permitting the same precise 


halving of the deficient DNA amounts as is the case for primary spermatocytes 


wl 


ch carry the normal DNA content. Indeed, the regular DNA ratios existing 


in the DNA-deficient germ cells are, in themselves, a plain indication that the loss 


of DNA did not occur in the mature cells. nor during meiosis, but that we are 


dealing with a deviation from the normal condition that exists already, before the 


germ cells have entered the meiotic period. In view of the importance attributed to 
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DNA for cell life, it seems somewhat surprising that a primary spermatocyte with 
a deficient amount of DNA should be able to divide in the same orderly fashion of 
4:2:1 as a primary spermatocyte having the exact normal DNA content. even 
though, at each step, the DNA values are lower than those w hich characterize the 
corresponding ratios of germ cells from fertile males. This finding certainly suggests 
that formation of secondary spermatocytes, spermatids and sperms is not solely 
dependent on the exact DNA content of the precursor cells, but must be controlled 
by still unknown intra- or extra-cellular factors 

Whether deviation of DNA content in primary spermatocytes from infertile 
males is due to faulty DNA synthesis, to a loss of DNA from the chromosomes o1 
to a loss of chromosomes cannot be answered with certainty at present, but needs 
further investigation. Although any of these disturbances or any combination of 
them may be responsible, the most ready explanation for the departure is to be 
sought in mitotic irregularities through which the distribution of the chromosomes 
is deranged. In any case, a cytological examination of the chromosomal conditions 
was indicated. Though we were aware of the difficulties involved. the considerable 
proportion of spermatogenic nuclei showing a very marked deviation from the 
normal amount of DNA in the infertile males led us to expect that, if chromosomal 
loss was responsible, this could be confirmed by chromosomal counts. It was not 
possible to obtain human material which was satisfactory for chromosomal counts: 
however, it was possible to get suitable preparations of bull testis, permitting 
combined DNA determinations and counting of chromosomes. Such studies 
revealed that the deficiency in DNA content apparent in so many primary sperma- 
tocyte nuclei of two sterile dwarf bulls was not paralleled by any demonstrable 
irregularity in chromosomal number, either at the prochromosomal stage which 
precedes or at the metaphase immediatel) following the stage at which the DNA 
determinations were done. The same number of chromosomes sixty for the 
spermatogonial metaphase and at the meiotic prophase, and thirty at the first 
meiotic metaphase and anaphase—was counted for the fertile bull and for the 
two sterile dwarf bulls (LEUCHTENBERGER ef al.. 1956d) 

This unchanged chromosomal complement, which is present in spite of the DNA 
differences, is in good agreement with the finding that the cytological appearance 
of these cells, including their size, was essentially the same for the fertiles and 
infertiles. Admittedly, a larger number of infertile males should be examined as to 
their chromosomal complement. But, on the basis of the data now available, the 
variation and deficiency of the DNA values of infertiles cannot be ascribed to loss 
or irregular distribution of chromosomes. Actually, the regular DNA ratios of 
4:2:1 observed in the primary spermatocytes, secondary spermatocytes and sper- 
matids of the infertile males strongly suggest that the DNA deficiency is not a 
result of changes in the chromosomal complement but might rather be due to a 
disturbance involving a faulty DNA synthesis at the primary spermatocyte stage. 
Although the causes for the faulty DNA synthesis are unknown, there are indica- 
tions that hormonal factors may, perhaps, playa role. As has been shown repeatedly, 
the process of spermatogenesis itself is under the influence of hormones. a finding 
which is compatible with our own observation that DNA deficiency is not a persis- 
tent feature in each infertile male, but that the degree of DNA deficiency may vary 
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from specimen to specimen and may even be normal in some samples. It is intriguing 
to speculate that perhaps a threshold quantity of hormones is required to guarantee 
the synthesis of a normal quantity of DNA in the primary spermatocytes and 
that, therefore. insufficient hormone production may be responsible for the 
faulty DNA synthesis. That a hormone deficiency may interfere with orderly DNA 
synthesis is indicated by our study on dwarf mice (LEUCHTENBERGER ef al., 1954a). 
Dwarf mice with a recessive hereditary anterior pituitary hypoplasia have only cells 
with the basic diploid amount in all somatic tissues, while their normal litter- 
mates have in certain tissues, such as liver cells, multiple DNA values in ratios of 
two DNA, four DNA, eight DNA. That lack of anterior pituitary growth hormone 
is responsible for the absence of DNA classes in these dwarf mice can be easily 
demonstrated. Treatment of such dwarfs with anterior pituitary growth hormone 
restores the multiple DNA classes, thus establishing a causal relationship between 
the hereditary anterior pituitary hypoplasia and the inhibition of the DNA classes 
in these mice. Although it is realized that the effect of the anterior pituitary growth 
hormone may apply only to DNA synthesis in somatic tissues, the observation that 
a hormone may exert an influence on DNA synthesis should stimulate further 
investigation in this direction. Systematic studies of the DNA content in spermato- 
genic cells of infertile buils before and after treatment with pituitary growth hor- 
mone and other hormones, combined with controlled breeding experiments, may 
be of great interest and rewarding. If a relationship between DNA deficiency and 
certain hormones should be demonstrated, a fruitful avenue may be opened for 
combatting the problem of male infertility in cattle. 

Whatever the causes of DNA deficiency may be, on the basis of the data pre- 
sented, the capacity of a sperm to fertilize an egg seems to be closely linked to the 
exact haploid DNA content. That DNA deficiency m sperms may interfere with 
the sequential steps needed for proper fertilization has been shown by Ito and 
LEUCHTENBERGER (1955) in the clam, Spisula solidissima. This clam is an especially 
favourable model, because it permits the study of the fertilization of an egg by 
the sperm and DNA determinations before and after sperms have penetrated the 

s. As was the case with mammals, the clams could be separated into two groups: 
hose which had the normal-DNA content and those which had deficient-DNA 
amounts in their spermatogenic cells. If eggs were exposed to sperms with the 
normal haploid DNA amount and to sperms with low-DNA quantity, a selective 
advantage for penetrating the egg could be observed for the sperm carrying the 


e 
t 


normal-DNA amount. Furthermore, all activated eggs contained sperms with the 
normal haploid DNA amount, while the great majority of the inactivated eggs 
revealed sperms carrying deficient amount of DNA. It therefore appears that 
DNA deficiency in sperms is harmful for the penetration and detrimental to the 
activation of an egg. Since penetration and activation are fundamental steps during 
fertilization. it is understandable that DNA deficiency in sperms may result in 
infertility. 

Although we are aware of the fact that there may be many other causes leading to 
male infertility in mammals, it appears that DNA is of importance for the problem 
of fertility. It can hardly be considered a coincidence that all fertile males of two 
different mammals had a characteristic and constant DNA quantity, while infertile 
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males carried frequently lower and variable DNA quantities in their sperms. These 
findings strongly favour the concept that DNA deficiency in sperms may be respon- 
sible for at least one type of male infertility. One is also justified in saying that 


DNA analysis is helpful when gauging male infertility, particularly in diagnosing 


those cases in which the infertility cannot be accounted for by other defects. 


This assessment of a few results may suffice to demonstrate the relation of DNA 
to various pathological conditions. It is evident that the DNA response to different 


pathological processes is quite variable; DNA may remain unchanged, or may be 


increased or decreased in quantity. 
It is hoped that this report will stimulate the application of correlated histological, 


cytological and quantitative cytochemical techniques for the investigation of other 
intracellular substances and also further the studies of the many unexplored prob- 


lems in pathology. The possibility of detecting chemical abnormalities in cells in 


spite of normal morphology, and of analysing simultaneously the sequential 


morphological and chemical changes in cells and tissues should advance our 


knowledge and understanding of pathological processes. It is felt that major 


advances in elucidation of disease will come from a close integration of such 


quantitative cytochemical and morphological studies. 


This report is dedicated to Professor A. R. Moritz, Director of the Institute of 
Pathology, Western Reserve University, whose vision and continuous help made 
possible the development of a cytochemistry laboratory at the Institute of Pathology. 


SUMMARY 

In view of the important role of DNA for cell life and cell continuity, its quanti- 
tative stability under normal conditions and its close relationship to the genes, we 
focused our special attention on the study of DNA in abnormal cells and in cells 
under pathological conditions. 

During the last 10 years we have extensively investigated the quantitative 
behaviour of DNA in cells by Feulgen microspectrophotometry in a variety of 
pathological conditions, and significant information has been gained. We have also 
attempted to study in some of these processes other intracellular constituents, such 
as proteins, using particularly Millon microspectrophotometry and interference 


microscopy. 

This report deals predominantly with the quantitative behaviour of DNA 
related to four pathological processes, namely: (1) surgical stress, (2) tumours, 
(3) virus infections and (4) infertility. These pathological conditions were selected 
mainly for the following reasons: Each of them is an important, frequently- 
encountered disturbance, involving, however, quite different cellular systems and 
functions, and each of them disclosing a different DNA behaviour. Furthermore, 
each exhibits a striking difference concerning the consequences of each process for 
the organism as a whole. Surgical stress is more or less a reversible disturbance, 
mostly without severe implications; tumours invading normal tissues may lead 
to death of the host; infection of cells with viruses may either induce temporary cell 
disturbances or may also have serious consequences for the host, and infertility 
involves the progeny. 
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(1) In an attempt to study the problem of surgical stress on a cellular level dogs 
were subjected to gastrectomy and cholecystectomy, and cells of liver and adrenals 
were analysed for their DNA content. Inasmuch as the adrenal gland is an organ 
intimately concerned with the body's response to stress, an investigation of the 
cytochemical behaviour of the adrenal after major surgery appeared to be parti- 
cularly pertinent 

he use of microspectrophotometry is especially favourable for the study of 
the adrenal because the different zones of the adrenals can be analysed individually 
irom cell to cell as to their chemical composition and their morphological 
earance 
\nalysing over 7000 individual cells from livers and adrenals from seventeen 


dogs, 1t was found that the DNA content remained unchanged. This stability of the 


DNA conte the more remarkable since a considerable elevation of tvrosine was 


noted in liver cells and in the cells of the adrenal medulla after surgery. The 
finding that DNA and tyrosine of the same cells respond quite differently when 
dogs are exposed to surgical stesss is in accordance with results obtained in other 
species and other tissues involving different abnormalities 

(2) In view of the obvious importance of malignant transformation for the human. 
we Started a tensive study on human tumours in our laboratory, using Feulgen 
mucrospectrophotometry. Since very little was known about the DNA content of 
cells in normal human tissues prior to this study, a comparative extensive study on 
the DNA content of a variety of normal and malignant human tissues had to be 
carried out to establish a baseline. DNA measurements were made of nearly 
10,000 individual cells from seventy-one normal and fifty-two malignant tissues 


It was fou hat all normal tissues, no matter what their origin or metabolic 
function, contained cells with a similar basic mean DNA content, a finding which 
was In accordance with the original observations in animal tissues. In contrast 
to this consta nd orderly pattern of DNA in normal tissues, the DNA content of 
precancerou sions and malignant tumours was found to be increased and to 
reveal a much larger scatter from cell to cell. However, the deviating DNA data 
cannot be considered a specific criterion for malignant transformation of cells. but 
may be ex; ed mainly on the basis of growth and mitotic processes present in 
most tumo On the other hand, since most normal tissues in adult humans do 
tosis and, therefore, show a DNA constancy, an increase and large 

in such a tissue must be looked upon with suspicion in regard to 

ess regeneration 1s to be expected. Furthermore, in some specific 

DNA analysis may even permit separation between benign lesions and 

lignant ones occurring within the same organ. For example, when we compared 


the DNA content in cells from twenty-two benign hypertrophic or hyperplastic 
prostatic glands with that in cells from twenty-five malignant prostatic glands, we 
found a sigi nt difference in the DNA behaviour. While the malignant cells 
showed the expected higher DNA values, the benign cells disclosed essentially a 
normal constant DNA quantity. This difference in DNA behaviour deserves special 
consideration, since nuclear sizes as well as intracellular proteins were increased 


in both types of lesion, the benign and the malignant. The constant DNA values 


found in these benign conditions are in accordance with the cytological observations 
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made in these same specimens. In spite of careful cytological examination and 
extensive search within these glands, mitotic figures were rarely encountered. 

In addition to the various types of human tumours studied by us, we also 
examined the relation of DNA to spontaneous and transplanted animal tumours. 
Principally there were no essential differences between the DNA behaviour in 
human and in animal tumours studied by us. This similarity of DNA response 
deserves special consideration, because some of the animal tumours studied were 
tumours with a known viral aetiology, namely Rous sarcoma of the chicken and 
Polyoma tumours of mice. 


(3) In recent years analyses of many viruses have revealed that viruses contain 
DNA, RNA or both. In view of the quantitative stability of DNA in normal 
cells, the study of DNA in cells after they have become infected with a virus w hich 
itself contains DNA is obviously of great interest when attempting to elucidate 
virus—host-cell relationship. Since the question arose whether the response of the 
intracellular DNA to the virus DNA is a more or less characteristic one. we studied 
different types of cells infected with different DNA-containing viruses in situ in 
the host and in tissue cultures. Such infected cells revealed a peculiar combination of 
intranuclear bizarre configuration of DNA masses associated with striking increase 
and variability of DNA. This almost specific response of cells to an infection with 
a DNA virus was noted irrespective of the type of DNA virus (verrucca vulgaris, 
adenovirus, etc.), irrespective of species or types of cells infected (human. insect. 
normal or cancer cell) and regardless of whether the cells were still in situ in the 
host or explanted to grow in tissue culture. Since the virus-infected cells did not 
show any mitosis, the large DNA quantities cannot be explained on the basis of 
an abnormally rapid cell division such as is the case in tumours. 

Although it cannot be decided at present whether the large DNA quantities are 
due to multiplying virus DNA or to an abnormal synthesis of host-cell DNA, or 
possibly to both, the changes rather suggest propagation of virus. 

Of particular interest is the finding that none of the RNA-containing viruses 
which we have studied so far (Polyoma virus, Rous virus) has a similar effect on 
cells. 

(4) One abnormality in which DNA studies by I eulgen microspectrophotometry 
have proved to be of special diagnostic value concerns the problem of male infer- 
tility. In order to investigate the possible role of DNA for the problem of infertility, 
over 32,000 individual sperm cells from 200 men and from over 100 bulls were 
analysed. In contrast to the remarkably constant and uniform haploid DNA 
content found in the spermatozoa of fertile males (both human and bulls). the 
DNA content in the spermatozoa from infertile males is frequently variable and 
significantly lower than that from the fertile ones. This finding is especially perti- 
nent since the cytological appearance and the dry weight of the spermatozoa 
containing the normal and deficient amounts of DNA are identical. The same holds 
true for the spermatogenic cells; primary and secondary spermatocytes and 
spermatids each have a deficient DNA content in infertile males. as compared with 
the four DNA, two DNA and one DNA found in the fertile males. although the 
histological and cytological features of the testes and germ cells may be completely 
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normal. It thus appears that the DNA deficiency found by Feulgen microspectro- 
photometry in spermatogenic cells of normal cytological appearance can be con- 
sidered as a criterion for gauging at least one type of male infertility and may have 
a bearing on the fertilization process 
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LA SYNTHESE DE L’ACIDE DESOX Y RIBONUCLEIQUE 
PAR LES EXTRAITS DES CELLULES CANCEREUSES* 
J. N. DAVIDSON 


Université de Glasgow, Ecosse 


Abstract Anenzyme system has been obtained from Ehrlich ascites tumour cells which 
is Capable of promoting incorporation of tritiated thymidine (*H-TDR) into DNA 
tes cells are disrupted osmotically and all particulate matter is removed by 
centrifugation. The system requires the presence of ATP, magnesium 
ow concentration of DPN. Primer DNA is required; it may be obtained 
irce; digestion with deoxyribonuclease abolishes its activity as a primer 
nereases activity 
tion of very small amounts of dAMP, dGMP, and dCMP stimulates 
higher concentrations inhibit it. Addition of the corresponding 
icleoside triphosphates stimulates incorporation 
conclusively proved by degradation experiments that incorporation of 
loes not represent terminal addition to an existing polynucleotide chain 
cleotide or of a polythymidylic acid extension, but that it represents 
poration within a new polynucleotide chain 
Net thesis of DNA has been demonstrated by incubating the system in the 
presence of primer DNA with four deoxyribonucleoside monophosphates and 


ATP, or with the four deoxyribonucleoside triphosphates without ATP. 


LA BIOSYNTHESE de l’acide désoxyribonucléique (ADN) a retenu I’attention de 
plusieurs groupes de chercheurs au cours de ces derniéres années (voir toute la 
bibliographic). A Glasgow, nous nous sommes occupés principalement d’étudier la 
biosynthese de 1 ADN par une préparation soluble obtenue a partir du carcinome 
ascitique d’Ehrlich; a noter cependant qu'un certain nombre d'autres tissus ont 
ete egalement etudiés 

Le systeme enzymatique est représenté par une fraction légére obtenue par 
centrifugation a haute vitesse de cellules tumorales lysees par choc osmotique, et 
il a ete demontre qu’en présence de substances appropriées, ce systéme incorpore 
facilement la “H-thymidine (*H-TDR) dans TADN. L’incorporation de la TDR 
s‘effectue Je plus rapidement a un pH d'environ 7,9 et diminue brusquement 
lorsque le pH s‘cleve ou s‘abaisse. Les tampons phosphate et glycine ont été 
utilises avec succes mais en général nous avons constaté que le tampon “tris” est 
celui qui convient le mieux 

Ce systeme a un besoin absolu dATP et dions Mg*”, la concentration optimum 


de chacun etant de 5 «mole/ml. De plus, de petites quantités de DPN provoquent 


sees: acide desoxyribonucleique (ADN); acide ribonucléique (ARN): acide 

*hosphopyridinenucleotide (DPN); nucléosides triphosphates (NTP) 

des triphosphates (dNTP); adénosine, cytidine, uridine, guanosine, inosine et 

line n sphates (AMP, CMP, UMP, GMP, IMP et TMP) ou triphosphates (ATP 

UTP, GTP, ITP et TTP); désoxyadénosine, désoxyguanosine, désoxycytidine, désoxyuridine 

et desoxyin onophosphates (dAMP, dGMP, dCMP, dUMP et dIMP) ou triphosphates 
(dATP, dGTP, dCTP, dUTP et dITP) 
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utilisation de *H-TDR aussi celui-ci est-il normalement ajouté au milieu réactionnel 
a la concentration de 0,25 «»mole/ml. Dés le début de ces recherches. il s'est avéré 
nécessaire d’ajouter un ADN initiateur (primer). Bien qu'il existe une petite 
quantité d’-ADN dans l’extrait tissulaire, l’addition de 25 4 50 ug/ml du prime: 
stimule l’incorporation de la thymidine. L’origine de cet ADN semble étre de peu 
d’importance et des ADN de cellules de tumeurs ascitiques, de thymus de veau et 
de sperme de saumon se sont tous montrés efficaces. Une digestion préalable de 
l'ADN par de la désoxyribonucléase I (DNase 1) abolit la stimulation de l’incor- 
poration de TDR. 

L’incorporation de *H-TDR dans |l'ADN est en rapport avec la quantité de 
proteine extraite presente dans le mélange réactionnel entre 0,25 et 2 mg/ml et en 
general nous avons utilisé de 3 4 5 mg de protéines par ml. Dans ces conditions, 
incorporation s’effectue rapidement et la réaction atteint un équilibre en 90 min 
environ a 37 C. 

L’influence d'un certain nombre d’ions autres que le Mg** a été étudiée mais, 
alors que les ions Mg?* peuvent étre remplacés dans une certain mesure par des 
ions Mn*~, on ne peut les remplacer par du Ca**. Jusqu’ici les ions Mg** seuls 
se sont montres superieurs 4 n’importe quelle combinaison d’ions Mg?*, Mn? 
Ca** qui ait été essayée. 

L’addition de trés petites quantités (2,5 mu mole/ml.) de désoxyadénosine, de 
désoxyguanosine et de désoxycytidine monophosphates (4AMP, dGMP et dCMP) 
provoquent é¢galement I’incorporation de la TDR mais de plus hautes concentra- 
tions (10 mumole/ml.) linhibent. Les désoxyribonucléosides triphosphates corres- 
pondants (dATP, dGTP et dCTP) ajoutés individuellement ou simultanément 
stimulent aussi l'utilisation de la TDR et dans ce cas, plus la concentration du 
nucleotide ajoutée est élevée, plus l’incorporation de *H-TDR est grande. 

La TDR peut étre incorporée dans |‘ADN de trois facons différentes: (a) comme 
nucleotide terminal unique sur un polynucléotide existant: (b) comme une 
extension d’acide polythymidylique 4 un polynucléotide existant; (c) comme 
nucleotide distribue au hasard sous forme de portion nouvelle d’une chaine 
polynucleotidique. Nous avons donc mené certaines expériences pour élucider la 
localisation intramoleculaire de la TDR incorporée a l'ADN. 

Un echantillon d’ADN qui avait été marqué avec de la *H-TDR de la facon 
usuelle fut degrade par la DNase II et par la 3’-phosphodiestérase (ADLER et ai., 
1958) de fagon a donner des désoxyribonucléosides 3'-monophosphates et des 
nucleosides terminaux. Aprés séparation des produits de digestion, la plus grande 
partie de la radioactivite (90° ,,) fut retrouvée dans la thymidine 3’-monophosphate 
et seulement une petite proportion (10°,,) dans la fraction des nucléosides libres: 
ceci indique que la *H-TDR a été incorporée principalement en positions non 
terminales dans le polynucleotide et exclut ainsi l’éventualité (a) (voir ci-dessus) 
comme localisation principale de la TDR incorporée. 

Un autre échantillon de *H-ADN fut dégradé directement avec de la 5’-phospho- 
diestérase, enzyme qui dégrade l'ADN de facgon graduelle depuis le désoxyribo- 
nucleoside en bout de chaine (ADLER ef a/., 1958). Nous avons observé que la 
libération de la radioactivité acidosoluble et les nucléotides acidosolubles étaient 
en etroite correlation et que méme aprés que 80 °,, de l' ADN fut rendu acidosoluble, 
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la portion insoluble retenait environ 20°, de la radioactivité originelle. Si la TDR 
avait ete presente dans l'ADN selon (a) ou (b), toute la radioactivité aurait été 
liberée dans les tout premiers stades de la digestion avant qu'une dégradation 
substantielle de |! ADN se fit produite et ces résultats suggerent que la “H-TDR 
est distribuee au hasard dans la chaine polynucléotidique. 

Au cours d'autres expériences, du (CMP marqué au ™P et du thymidine 
5'-monophosphate (TMP) marqué au “P furent incorporés separement dans ADN 
dans le syst¢me habituel. Les ADN furent ensuite isolés et dégradés par la DNase I 
et la 3'-phosphodiestérase de fagon 4 donner Jes quatre constituants désoxy- 
ribonucléosides 3'-monophosphates. De cette facon, nous avons pu isoler le 
nucleoside 3-monophosphate contenant le phosphore originellement associé 
au 5'-nucleotide adjacent. Que ce soit avec le **P-dCMP ou Je *P-TMP comme 
precurseurs, nous avons constate que la radioactivité de !ADN se trouvait 
distribuee de fagon plus ou moins égale dans Jes désoxyribonucléosides 3'-mono- 
phosphates, indiquant ainsi une distribution au hasard du nucléotide incorpore 
dans le polynucleotide et excluant complétement la possibilité de incorporation 
du dCMP ou du TMP sous forme de prolongement d’acide polydesoxycytidylique 
ou d’acide polythymidylique 4 un polynucléotide preexistant, comme dans (b). 


Le calcul de la quantité de dCMP incorporé par rapport a la quantité d’ADN 


present dans le mélange réactionnel montre qu'une molécule de dCMP a été 
incorporee pour chaque série de trente résidus nucléotidiques du polynucléotide. 
Ceci correspond a l’addition d'un nucléotide pour chaque unité de poids molé- 
culaire 10000 et 4 moins que I’on postule que le poids moléculaire moyen de 
l'ADN soit de cet ordre dans le systéme, il est impossible de rendre compte de tous 
les nucleotides incorporés en termes de simple addition terminale (systéme (a) ). 

Ces resultats suggérent fortement que I’incorporation de la =H-TDR dans 
dans le systéme ci-dessus est I’indice de la synthése d’une nouvelle portion d’une 
chaine polynucléotidique et nous avons entrepris des experiences pour mesurer 
la synthese nette de polynucléotides 


Lorsque le type normal de mélange réactionnel est incubé avec ou sans addition 
de quatre désoxyribonucléosides 5’-monophosphates (500 mumole de chaque/ml) 
la quantité d’ADN présent a la fin de l’incubation est considérablement plus 
clevee dans les tubes contenant les désoxyribonucléotides. Jusqu’a présent, la plus 
forte différence observée fut de 81°, correspondant a environ 21 ug de poly- 
nucleotides dans | ml de mélange réactionnel. Une synthese similaire de 
polynucleotides a été observée dans des mélanges réactionnels contenant les quatre 
desoxyribonucléosides 5’-triphosphates mais pas d’ATP. Les preparations dialysées 
comme les preparations non dialysées de I’extrait sont capables de synthese de 
polynucleotides lorsqu’on leur fournit des désoxyribonucléosides triphosphates 
comme substrat. Dans une autre expérience, la synthése de polynucléotides fut 
realisee a partir d'un mélange de dAMP, de dGMP et de dCMP non radioactifs et 
de TMP radioactif. Dans ce cas, il a été possible de calculer l’importance de la 
synthese nette a la fois par I’accroissement de Ja quantité de polynucleotides et 
l‘augmentation de leur radioactivité et un accord satisfaisant a été trouvé entre les 
resultats obtenus par ces deux méthodes. 
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RESUME 
A partir de cellules de tumeur ascitique d’Ehrlich, un systéme enzymatique a 


été obtenu; celui-ci est capable de favoriser l’incorporation de thymidine tritiée 
(*H-TDR) dans PADN. Les cellules d’ascite sont détruites par choc osmotique et 
le systeme enzymatique est représenté par une fraction légére obtenue par centri- 


fugation a haute vitesse. Le systéme exige la présence d’ATP, ion magnésium et 


une faible concentration de DPN. De l'ADN primer est nécessaire; i] peut étre de 


source varice; la digestion par la désoxyribonucléase détruit son activité en tant 


que primer mais la chaleur accroit son activité. 
L’addition de trés faibles quantités de dAMP, dGMP et dCMP augmente 
incorporation; des concentrations plus élevées l’inhibent. L’addition de déso- 


xyribonucléosides triphosphates correspondants stimule |’incorporation. 


Il a été prouvé par des expériences de dégradation que l’incorporation de 
‘H-TDR ne représente pas une addition terminale d’une chaine polynucléotidique 
preexistante d’un simple nucléotide ou d’un prolongement d’acide polythymidylique 


mais qu'elle représente une incorporation au sein d’une nouvelle chaine poly- 


nucléotidique. 
Une synthese nette d’ADN a été observée en incubant le systeéme en présence 
d’ADN primer avec quatre désoxyribonucléosides monophosphates et ATP ou 


avec les quatre désoxyribonucléosides triphosphates sans ATP. 


BIBLIOGRAPHIE 

ADLER J., LEHMAN I. R., BessMAN M. J., Simms E. S. et KorNBERG A. (1958) Proc. Nat. Acad. Sci.. 
Wash. 44, 641. 

BESSMAN M. J., LEHMAN I. R., Simms E. S. et KoRNBERG A. (1958) J. Biol. Chem. 233, 171. 

Bo_LuM F. J. et Porter V. R. (1958) J. Biol. Chem. 233, 478. 

DAVIDSON J. N., Smectie R. M. S., Kem H. M. et MCARDLE A. H. (1959) Nature, Lond. 182, 589, 

LEHMAN I. R., BessMAN M. J., Sims E. S. et KoRNBERG A. (1958) J. Biol. Chem. 233, 163. 

MANTSAVINOS R. et CANELLAKIS E. S. (1959) J. Biol. Chem. 234, 628. 

SMELLIE R. M. S., Kerr H. M. et Davipson J. N. (1959) Biochim. Biophys. Acta. 35, 389. 

Smecue R. M. S., Gray E. D., Kem H. M., Ricuarps J., Bett D. et. Davipson J. N. (1960) 
Biochim. Biophys. Acta. 37, 243 


DISCUSSION 


P. ALEXANDER 
(1) In view of the evidence by Petc that thymidine can be incorporated in vivo 
in cells where there is no net DNA synthesis, have you been able to exclude the 


possibility that thymidine exchange plays a part? 
(2) Can the conditions under what you observe DNA synthesis be considered 


physiological? 
J. N. DAVIDSON: 
(1) The answer to the first question is: (a) that our conditions are completely 


different from that of PeLc and Lacour who were working with intact cells; we 
use cell free extracts; (b) we have carried out net synthesis with the following 
mixture—dAMP, dCMP, dGMP and *H-TMP. The net synthesis as measured 
chemically agreed well with the results found by measuring the incorporation of 
the *“H-TMP. This effectively excludes the possibility that our results are due to 


an exchange. 


a 
- 
: 


168 J. N. Davipson 


(2) The system appears to be as “physiological” as can be expected of a cell- 
free extract. Deoxyribonucleotides stimulate incorporation only at very low con- 
centrations—higher concentrations inhibit; they are present in tissues only in 
very low concentrations. 

It could be argued that thymidine itself is not a physiologi-:al substance since it is 
not on the direct line of formation of TTP (thymidine triphosphate) in bio- 
synthesis: 

precursors—--deoxyuridylic acid —-TMP—--TTP 
NDNA 
thymidine 

We have, however, shown that our System contains an enzyme which can 
phosphorylate thymidine to TMP (thymidine monophosphate). This enzyme is 
quite distinct from the enzyme which phosphorylates TMP to TTP. 

J. DANtELLI: Will the enzymes in your DN A-synthetizing system resist the solvents 
used in anhydrous separation of nuclei and cytoplasms? 

J. N. DAviIDSON: We do not know whether the enzyme systems concerned would 
withstand the procedures involved in the preparation of Behrens-type nuclei but 
we do know that frozen-dried extract retains its activity for some considerable 
time 

J. HUPPERT 

(1) Les extraits cellulaires sont-ils stables ? 

(2) La différence d’activité d'un tissu a l’autre ne pourrait-elle étre attribuée a 
une difference de stabilité? 

J. N. DAvipson 

(1) Les extraits gardert leur activité plusieurs jours si on les conserve a I’état 
congele et plusieurs semaines a |’état lyophilise 

(2) La comparaison des tissus était faite avec des extraits frais—en plus, dans le 
tableau comparatif les cellules d’ascite ne sont pas incluses—leur systéme enzy- 
matique pouvant étre différent 

F. KASTEN: Would it be of any help in detecting loss of material from nuclei to 
cytoplasm use non-nucleated erythrocytes? 

J. N. Davipson: I do not think so, since extracts of non-proliferating tissues 
such as kidney, are almost inactive 

P. MANDEL: L’enzyme trouvé dans le cytoplasme ne peut-il pas provenir des 
noyaux au cours de la lyse des cellules pour séparer les noyaux ? 

C. Litpecg: In relation to Prof Mandel’s question, ts it possible to reinforce 
the cytoplasmic extract, in itself enzymatically active, by addition of nuclear 
extracts ? Is a mixture of nuclear and cytoplasmic extract more active than the sum 
of the two? 

J. N. Davipson: Reinforcement has been tried but the results are not en- 
couraging. The situation is complicated by the presence of DNA in nuclear 
extracts 

R. WEGMANN: What happens when UTP (uridine triphosphate) is used instead 
of ATP? 

J. N. DAvipson: We have tried to use it and found it may partially replace ATP. 
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VARIATIONS DE LA TENEUR EN ACIDE 
DESOXYRIBONUCLEIQUE DU NOYAU EN FONCTION 
DE L’ACTIVITE CELLULAIRE 


J. FAUTREZ 


Laboratoire d’ Anatomie, Université de Gand 


Abstract—Since the researches of Botvin, VENDRELY and VENDRELY. it is well 


known that the interphase nucleus is much richer in DNA than was thought in 


classical histology. The average content of DNA of nuclei of various tissues from 


individuals of the same species ts relatively constant and is a function of the number 


ofchromosomes. However, it must, be noted that since the start of these researches 


the abstract need for constancy of the DNA content of the nuclei strongly affected 
the opinions of many observers. Without wishing to deny that there exists an in- 


contestable tendency towards a relative constancy of DNA the writer presents a 


series of results obtained in his laboratory by the histophotometric method of 


Lison. These experiments show that there exists a variation in the mean DNA content 


of the nuclei which is related to the cellular activity. Emphasis is especially placed on 


the observed variations at the level of endocrine glands; thyroid, adrenal (cortex and 


medulla) and ovary. Remembering that an increase in DNA content corresponds 


to an activation of the gland, we reach in each case a logical interpretation. Known 


facts of endocrine histophysiology supply many points of confirmation. It is 


certain that the histophotometric estimation of the DNA provides a true picture of 


the state of endocrine activity at cellular level. 


Depuis les travaux initiaux de Boivin ef a/. (1948), de nombreuses études bio- 
chimiques et histophotometriques ont été consacrées 4 la teneur en acide déso- 
xyribonucleique (ADN) du noyau. Elles ont montré que le noyau interphasique 
est bien plus riche en ADN que ne l’enseignait l’histologie classique. La teneur 
moyenne en ADN des noyaux des divers tissus d’individus d’une espéce donnée est 
relativement constante en fonction du nombre de chromosomes. C'est ainsi que 


les cellules diploides contiennent deux fois plus d’- ADN que les gamétes haploides. 


Dans les tissus qui présentent des classes nucléaires 4 degrés de polyploidie crois- 


sants, la teneur moyenne des noyaux qui tombent dans ces diverses classes, croit 


également selon une progression géométrique a raison 2. 


Il faut cependant faire remarquer que la nécessité d’une constance absolue de 
la teneur en ADN imprégne fortement l’esprit de bon nombre de chercheurs. Cette 
attitude trouve son origine dans Ihypotheése hardie de Boivin et VENDRELY, qui, 
reconnaissant dans lADN un corps quantitativement constant localisé dans le 


noyau, l’assimilent aux genes en se basant sur la considération que le mécanisme 


génétique est stable par definition. Cette position de principe, prise dés le début de 
la recherche avec un faisceau d’informations minime, repose indubitablement sur 


deux postulats. Il est admis, par une généralisation hative, que la teneur en ADN 
non influencable par une série de 


des noyaux est rigoureusement constante et 
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conditions physiologiques. Mais de plus il est postulé que la constance génétique 
implique une constance quantitative. Or si la constance génétique ne se comprend 
sans doute pas sans constance qualitative d'un substrat matériel, on ne voit nulle- 
ment pourquoi elle sous-entend nécessairement une constance quantitative de 
celui-ci. 

Quoiqu'il en soit, cette hypothése est devenue une véritable idée préconcue. De 
nombreux chercheurs en arrivent 4 rejeter comme atteint de causes d’erreurs 
multiples et varices tout résultat qui s’éloigne de la constance quantitative, tandis 
qu’ils admettent sans le moindre examen critique tout ce qui la corrobore. D’autres 
(VILLA, 1955) vont encore bien plus loin; pour eux la teneur en ADN n'est pas 
seulement constante dans des cellules normales, mais il est admis a priori que des 
conditions pathologiques diverses ne peuvent l’atteindre. Ainsi par exemple dans 
des foies intoxiqués expérimentalement, la teneur en ADN, considérée sans plus 
comme invariable, est utilisée comme standard pour l’appréciation de la variation 
d'autres constituants chimiques du tissu lésé. 

Sans vouloir nier, qu’au moins dans les tissus adultes et qui ne sont pas engagés 
dans une activité anabolique ou proliférative intense, il existe une tendance in- 
contestable a une constance relative de l' ADN, nous nous proposons de présenter 
ici quelques travaux récents—certains encore inédits—de notre laboratoire qui 
ont permis de deceler par la technique histophotométrique de Lison (1950) des 
variations, parfois importantes, de la teneur en ADN en relation avec l’activité 
cellulaire. Nous devons forcément nous limiter 4 quelques exemples: les résultats 
obtenus dans notre laboratoire ne sont pourtant pas les seuls a plaider en faveur 
des variations de la teneur en ADN. Au moment ot Lowe et a/. (1959) viennent de 
montrer que des variations relevées par histophotométrie ne sont pas leffet de 
imprecision de la méthode, puisqu’ils retrouvent dans les mémes conditions des 
variations de méme ordre et par histophotométrie et par dosage chimique, on ne 
peut qu’etre ctonné, que méme dans leurs publications les plus récentes certains 
tenants de la “constance absolue en ADN” en semblent tout simplement ignorer 
existence (VENDRELY et VENDRELY, 1957; ALFERT, 1957). 

Prenons un histogramme (Fig. 1) qui résume les résultats d’une série de mesures 
histophotometriques et dans lequel les teneurs relatives en ADN sont portees 
selon une échelle logarithmique sur l’axe des abscisses, tandis qu’en ordonnées sont 
indiqués les nombres de noyaux dans lesquels cette teneur vient se ranger entre 
deux valeurs successives placées sur |’ axe horizontal. On voit immédiatement que 
ces teneurs de noyaux individuels se rangent dans chaque tissu, ou dans chaque 
classe nucléaire lorsque le tissu examiné en comporte plusieurs, autour d’une 


valeur moyenne, mais que les écarts entre les valeurs extrémes sont importants et 


vont chaque fois a peu prés du simple au double. II existe une série d’arguments 
pour admettre que ces variations mesurées ne sont pas essentiellement dues a des 
erreurs de mesure, mais qu’elles correspondent surtout a des variations réelles. 
Ces variations, qui échappent évidemment au dosage chimique, montrent par elles 
seules déja, qu'il est abusif de parler d'une constance absolue de l'ADN dans le 
noyau. La moyenne que Ion établit n’a au contraire que la valeur d’une constante 
biologique qui représente comme la plupart de celles-ci, un état d’équilibre autour 


duquel oscillent les diverses valeurs individuelles. 
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Remarquons incidemment que les teneurs individuelles ne présentent pas une 
distribution normale autour de cette moyenne. C’est ce que notre collaborateur 
ROELS (communication personnelle) a pu montrer pour les différentes couches de 
la cortico-surrénale du rat blanc par les tests de symétrie et de curtose. Des simples 
diagrammes de probabilité appliqués au méme matériel et 4 une série d’autres 
tissus ont au contraire montré que cette distribution est log-normale. Cette cons- 
tatation nous a dés lors conduit 4 abandonner les analyses statistiques par la 
méthode a parameétres sur les chiffres naturels pour les appliquer aux logarithmes 
des valeurs obtenues expérimentalement. 

Si nous considérons maintenant les teneurs moyennes en ADN des noyaux 
d'un tissu donné chez divers individus d’une méme espéce, nous verrons qu’elles 
présentent a leur tour des oscillations individuelles non négligeables. Si ces moyennes 
individuelles résultent d’un nombre suffisant de mesures (50 ou 100 par classe 
cellulaire), les oscillations sont réelles, mais ne dépassent guére les 15 pour cent 
pour des animaux sains et normaux en dehors de toute intervention expérimentale. 
Elles sont cependant suffisamment importantes pour cacher des modifications de la 
teneur moyenne en ADN en fonction de l’activité cellulaire, qui, le plus souvent, 
seront du méme ordre de grandeur. 

Il ne serait cependant pas difficile de prouver statistiquement, comme le fit 
Roe.s (1956) pour un groupe de thyroides de rat, que les noyaux du méme organe 


_ 
171 
i 
1238.6 
7 rT 
#1129 
| 
: || 
2363 
‘ 
1126,2 
6, 
Ol 218,6 
960 Rein 
if 
3 
‘ 
> 


172 J. FAUTREZ 


de différents individus d’une méme espéce appartiennent, quant a leur teneur en 
ADN, a une population homogéne. On est dés lors autorisé a déterminer une 
moyenne generale sur le poo/ des mesures sur divers individus. On obtiendra ainsi 
une nouvelle constante statistique caractéristique pour un organe chez des animaux 
normaux d'une espéce donnée. L’expérience nous a montré qu'elle est stable et 
reproductible lorsqu’on la calcule a partir de mesures effectuées sur cing animaux. 
C'est cette constatation qui nous a mené A imposer dans notre laboratoire la 
technique standard suivante pour l'étude de l’influence de certaines conditions 
experimentales sur la teneur en ADN des noyaux. Les organes étudiés de cing 
animaux temoims sont “techniqués” simultanément avec ceux de cing animaux 
soumis a l’experience. Dans chaque organe cinquante mesures par classe nucléaire 
sont efiectuees a l'appareil et selon la technique de Lison. On compare pat l’analyse 
Statistique les moyennes de deux poos, groupant l'un l'ensemble de mesures 
effectuées sur les cing témoins, l'autre celui des mesures effectuées sur les cing 
animaux traites. Cette maniére de faire exclut les variations individuelles. qui 
sinon viendraient bien souvent fausser les résultats. 

Comme garantie supplémentaire et surtout afin de rendre comparables des 
resultats fournis par diverses expériences successives, nous déterminons en outre 
une valeur de référence pour toutes ces teneurs exprimées en unités arbitraires. 
Cette valeur appelée “diploide théorique” n'est autre chose que la moitié de la 
teneur moyenne en ADN des noyaux de cinquante spermatocytes I mesurés dans 
un testicule de méme espéce et “techniqué” ensemble avec les organes a étudier 

Cette technique nous a permis de montrer avec deux jeunes chercheurs de 
Bologne, Pisi et CAVALLI (1955) que hypertrophie compensatrice du rein du rat 
s'accompagne d'une augmentation significative de la teneur moyenne en ADN des 
hoyaux intercinetiques. Cette augmentation n'est pas en relation directe et simple 
avec l'accroissement de lactivité mitotique, puisqu’elle ne se retrouve pas lorsque 
cette dernicre est élevée par hydronéphrose débutante ou sous l'effet de la thyroxine 
(FAUTREZ et Roers, 1954; Pist et Cava, 1955) 

C'est ainsi aussi qu’avec Pisi et Cavati (1955) nous avons montré qu'une 
augmentation notable de la teneur en ADN accompagne et suit l’onde mitotique 
provoquee dans le foie du rat blanc par le traitement au thiouracil 

Un autre collaborateur temporaire, LAQUERRIERE (1958) de Rouen. montra que 
lhypertrophie compensatrice du foie de cobaye, lequel ne comporte qu'une seule 
classe nucléaire (DASKALIDES, 1956), est accompagnée d'une élévation de 20°. de 
la teneur moyenne en ADN. Chez la souris les conditions sont plus complexes: 
on semble bien assister 4 une transformation de toutes les cellules 2n en cellules 4n 

Mais c’est surtout sur le cas des organes endocrines que je voudrais attirer votre 
attention aujourd hui 

Apres avoir montré que chez le rat blanc la teneur moyenne en ADN des 
noyaux de la thyroide est stable et se situe 4 peu prés A 15°, au-dessous de la 
valeur diploide théorique, Roris (1956) a stimulé l’activité physiologique de la 
glande par des agents divers: propylthiouracil, froid. croissance (jeunes rats 
ages de | mois). Dans les divers cas les noyaux reagissent dans le méme sens par 


une augmentation de la teneur moyenne en ADN, qui se rapproche de la valeur 


diploide théorique. Aprés mise au repos de la glande (thyroxine, lugol, hypo- 
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physectomie) au contraire, la teneur moyenne en ADN présente une chute notable. 
Il ya donc une relation directe entre l’activité métabolique de la cellule thyroidienne 
et la teneur en ADN de son noyau. La modification de l’activité cellulaire a par 
ailleurs été vérifée par le test histologique mis au point par GOORMAGHTIGH et 
THOMAS (1934). 

Des résultats superposables furent obtenus tout récemment par un de nos éléves, 
LreeMAN (1959) sur la médullo-surrénale. Ils sont résumés dans le Tableau 1. 


TABLEAU | 


log x S S log X 


Spermatocytes | 5 3,388 0,038 0,005 
Valeur diploide théorique (2.8):1222,5 


Témoins 250 3,065 0,050 0,003 
Splanchnicectomie 250 S 2,903 0,085 0,005 


Témoins 250 057 0.054 0.003 


Insuline 0,009 


On y remarquera que la mise au repos de l’organe par splanchnicectomie 
bilaterale produit une chute de 31,1°,, de la teneur moyenne en ADN des noyaux. 
La stimulation par l’insuline par contre est suivie d'une élévation de ce taux qui 
atteint 12,8 

Des experiences plus récentes montrent que la stimulation par le froid produit 
une elevation d ADN du méme ordre dans la médullo-surrénale 

Thyroide et medullo-surrenale sont, d'un point de vue histophysiologique, des 
organes assez homogenes. Il nous a semble que le dosage de LADN pourrait étre 
utile dans l'étude de lhistophysiologie d’organes plus complexes, tels que la 
cortico-surrénale ou l’ovaire 

En ce qui concerne la fonction des diverses couches du cortex surrénalien, 
l'accord est en effet loin d’étre réalisé entre les divers auteurs. Une théorie d’activite 
zonale s’oppose a la /ift-theory de Cuester-Jones. Cette contradiction s’explique 
avant tout par l’absence d’un test d’activite valable au niveau cellulaire. C'est ainsi 
que la sidérophilie (dark cel/s) est pour d’aucuns la signature dune activite cellulaire 
intense, alors que pour d'autres elle serait simplement le fait de cellules jeunes. 
Tous ceux gui se sont occupes de la cortico-surrenale seront d’accord avec JOFFEY 
(1955) pour constater combien l'étude des graisses avec leurs variations tant quali- 
tatives que quantitatives peut étre decevante et fallacieuse. 

Roecs (1956) a pu montrer que la teneur moyenne en ADN dans les noyaux de 
la cortico-surrénale du rat blanc male, quoique partout de l’ordre de la valeur 
diploide théorique, n'est pas la méme dans les diverses couches. Il existe au con- 
traire un gradient décroissant de la surface vers la profondeur; les taux moyens dans 


la glomérulée et dans la fasciculée externe sont égaux et reguli¢rement plus eleves 


que ceux que l'on reléve dans la fasciculée interne et dans la reticulee. Cette 
différence est de l’ordre de 15 
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Le Tableau 2 illustre les premiers résultats obtenus par l’injection répétée 
d’hormone adrénocorticotrope (ACTH) et de cortisone (RoeLS, 1956). 

Dans les premiers travaux, la fasciculée interne ne fut pas considérée. De nou- 
veaux résultats, encore inédits, viennent les compléter. Ils peuvent étre résumés 
comme suit 


TABLEAL 


Témoins Hydrocortisone 


Glom 
Fasc 


Rétic 


L’injection répétée ACTH n’ influence pas la teneur en ADN dans glomérulée et 
fasciculee. Par contre, on constate une augmentation de ce taux dans les couches 
profondes. Cette augmentation est progressive en ce sens, qu’on la met en évidence 
dans la fasciculée interne deja aprés4 jours d’expérience, alors qu'elle n apparait que 
plus tard dans la réticulée(15 jours). Sous !'effet de la cortisone et de hydrocortisone 
on ne constate qu'une diminution de la teneur en ADN dans la fasciculée externe. 
Il semble donc bien que fasciculée et réticulée forment un organe qui produit les 
glyco-corticoides, et dont l’activité est contrélée par ! ACTH. La partie active en 


serait la fasciculée externe; les couches plus profondes seraient une zone de réserve 


La couche active serait progressivement élargie sous l’effet de ACTH exogene. 


L’administration de cortisone ou d’hydrocortisone déprimerait au contraire le 
fonctionnement de la zone active 

Des injections repetees d’aceétate de desoxycorticortérone (DOCA) produisent 
une diminution de la teneur en ADN au niveau de la glomérulée et de la fasciculée 
externe. La surcharge en chlorure de sodium produit un effet analogue, mais 
strictement localise a la glomérulée. Il y a donc la une indication, que la glomérulée 
serait interessee a la synthése des minéralocorticoides. Il y aurait en effet A ce 
niveau une depression elective de l'activité par la surcharge en sel. L’influence 
élargie a la fasciculée externe de la DOCA pourrait étre la consequence de “‘l’effet 
corticoide” bien connu de cette préparation. 

Ces resultats confirment et précisent les travaux de nature biochimique de 
GIROUD ef (1958). Ils devront étre contrélés par des expériences similaires sur 
des animaux hypophysectomisés. Notons dés maintenant que l’hypophysectomie 
produit une chute significative du taux d’ADN dans toutes les couches du cortex 
surrenalien, sauf dans la glomérulée. Dans les autres couches, le gradient de la 
surface vers la profondeur reste cependant conservé a un niveau plus bas. 

Pour ce qui est de l’influence d’hormones sexuelles, les résultats obtenus par 
ROELS peuvent étre bri¢vement résumés comme suit. La testostérone et la lutéo- 
stimuline (LH) produisent une chute élective du taux d’ADN dans la fasciculée 
externe. Il s‘agit d'une dépression de ! ACTH, déja démontrée dans ces conditions 
par GOmPERTZ (1958). La castration, suivie ou non d’injection de LH, n’a aucune 
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action sur la teneur en ADN, quoique le cortex surrénalien soit réguli€rement 
hypertrophié; il y a ici indication de décalage entre I’activité globale de l’organe 
et lactivité cellulaire. L’oestrone produit a cété de l’hypertrophie de l’organe une 
augmentation de la teneur moyenne en ADN au niveau de la fasciculée interne et 
de la réticulée. On pouvait s’attendre dans ces conditions 4 une influence non 
balancée d’ACTH, puisque l’oestrone en excés déprime la synthése de cortico- 
stérone. 

L’étude de la teneur en ADN des divers éléments de l’ovaire de lapin et de rat 
fut entreprise dans notre laboratoire par VAN DE KERCKHOVE (1959). Les premiers 
résultats de cette étude sont plus qu’encourageants. C’est ainsi qu’il fut démontré 
dans l’ovaire de lapin que la teneur moyenne en ADN des noyaux de la glande 
interstitielle varie fortement avec l'état fonctionnel, et gu’encore une fois elle 
augmente apres stimulation (par le facteur LH) et qu'elle diminue fortement par la 


dépression (par la progestérone). 


TABLEAU 3. OVAIRE DE LAPIN: CELLULES INTERSTITIELLES 


log 


Témoins 1000 3,0000 0.0543 0.0033 2 
1164 3.0661 0,0030 261 14.536 0,001 


Témoins 1000 3,0000 0.0412 0.0082 249 
Progestérone 778 2.8912 0.0749 0.0055 200 9.064 0,001 


Chez le rat, VAN DE KERCKHOVE (1959) a étudié la teneur en ADN des noyaux des 
cellules de la granulosa d’une part, et du corps jaune issu de l’ovulation spontanée 
d’autre part. Il est connu que, chez le rat, ce dernier n’a pas d’activité endocrine. 
Deja sur l’'animal témoin, on constate que la teneur moyenne en ADN de la 
granulosa se trouve au-dessus de la valeur diploide théorique, tandis que celle des 
cellules lutéales se situe loin en-dessous de celle-ci. Aprés hypophysectomie la 
teneur en ADN des cellules lutéales ne bouge pratiquement pas, tandis que l’on 
assiste a une chute importante de la teneur en ADN dans la granulosa. Des 
animaux hypophysectomisés furent traités a la gonadotrophine sérique (follicu- 
lostimuline (FSH) avec une certaine quantité de LH) et a la gonadotrophine 
chorionique (LH pratiquement pure). Les deux préparations produisent une 
élévation atteignant, respectivement, 41,3°% et 31,9°% de la teneur en ADN dans 
la granulosa. En ce qui concerne les cellules lutéales une augmentation de 13,8 °% 
est produite par la gonadotrophine chorionique. La gonadotrophine sérique 
produit une augmentation plus légére mais encore réelle (8,3 °,): elle est peut-étre 
due au facteur LH que l’on trouve dans ce produit. Le Tableau 4 concrétise ces 
résultats. 

Dans ces expériences, et dans d’autres actuellement en cours, on est frappé 
de voir qu'il est possible d’obtenir dans l’ovaire des variations de la teneur en 
ADN dont l’amplitude dépasse largement ce que l’on trouve pour d’autres organes. 
Il n’est pas interdit de mettre cette constatation en rapport avec le fait que l’on a 
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affaire 4 un organe dont l’activité varie, dans les conditions physiologiques, trés 
fortement moment a l'autre. 


De l’ensemble des expériences que nous venons de relater nous pouvons conclure 


que la teneur moyenne en ADN des noyaux d'un tissu ou d'un organe peut varier 


de maniére notable avec l’activité physiologique. II est plus en particulier permis de 
croire que les dosages de l1ADN nucléaire fourniront un nouveau test d’activité 
cellulaire applicable a l'étude des glandes a sécrétion interne et des interactions 
endocrines au niveau cellulaire. 


TABLEAU 4 


S log x 


Spermatocytes | 101 2349 3,37099712 0,052 0.0158 
2S = 1175 


Cellules de la granulosa 


Témoins 286 1310 3.11725434 0.109 0,0064 
Hypophysectomic 203 1079 3,03184541 0.088 0,0062 
Hypophys serique 199 15582 3,19071553 0 112 0.0079 
Hypophys gonad. chorion 1§2 1423 3,15§339293 0.085 0.0069 


Cellules lutéales 


Témoins 499 2.96825309 0.084 0.0093 4 
Hypophysectomi« 146 950 2.97886604 0.076 0.0063 9 
Hypophys. gonad. sérique 200 1029 301264326 0,089 0.0063 
Hypophys. gonad. chorion 153 1124 3,05071273 0,083 0,0067 


RESUME 


Depuis les travaux de BolviN, VENDRELY et VENDRELY, il est connu que le noyau 
interphasique est bien plus riche en ADN que ne l’enseignait l’histologie classique. 


La teneur moyenne en ADN des noyaux de divers tissus d’individus d’une méme 


espece est relativement constante et fonction du nombre de chromosomes. I] faut 


cependant faire remarquer que depuis le début des recherches la nécessité d’une 


constance absolue de la teneur en ADN des noyaux impregne fortement esprit 


de bon nombre de chercheurs. Sans vouloir nier qu'il existe une tendance incon- 


testable 4 une constance relative d’ADN, l’auteur présente une série de résultats 


obtenus dans son laboratoire par la technique histophotométrique de L. Lison, qui 


demontrent des variations de la teneur moyenne en ADN des noyaux en fonction 


de l’activite cellulaire. L’accent est surtout mis sur des variations observées au 


niveau de glandes endocrines: thyroide, cortico-surrénale, médullo-surrénale et 


ovaire. En considerant que l’augmentation de la teneur en ADN correspond A 


une @ctivation, la diminution de cette teneur 4 une mise au repos de la glande, on 


arrive dans chaque cas a des interprétations logiques, qui trouvent de nombreux 


points d’appui dans des faits connus d’histophysiologie endocrinienne. II est 


incontestable que le dosage histophotométrique d’ADN fournit un test fidéle de 
l'activité endocrine au niveau cellulaire. 
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DISCUSSION 
R. VENDRELY: 

(1) Je profite de l'occasion qui m’est offerte pour demander a Professeur FAUTREZ 
de nous aider 4 élucider une question qui est pour nous un mystére; a savoir 
Qui a introduit pour la premiére fois l’idée d’une constance absolue pour Il’ ADN. 
En tous les cas, je peux dire que ni M. Borvin, ni Mme. VENDRELY. ni moi-méme. 
n’avons jamais considéré d’une quelconque fagon le noyau comme un “coffre-fort”’ 
hermeétique. 

(2) Nous avons beaucoup de respect et d’estime pour les méthodes cytochimiques 
a letalonnage desquelles nous avons contribué (d’une part au laboratoire du 
Professeur LEUCHTENBERGER 4 Cleveland, U.S.A.—d’autre part au laboratoire du 
Professeur CASPERSSON 4 Stockholm), mais nous voudrions attirer l’attention sur 
le danger qu'il y aurait a considérer les résultats fournis par ces méthodes avec une 
trop absolue rigueur. On connait bien actuellement la méthode de Feulgen et ses 
qualités, mais on ne peut étre encore absolument certain que l’intensité des colora- 
tions fournies par cette technique n’est pas influencée, dans un sens ou dans !’autre: 
par la présence, dans le cytoplasme (cas des études sur coupes) ou dans le noyau 
cellulaire, de substances issues du métabolisme normal ou perturbé: protéines, 
lipides complexes, polysaccharides. Nous pensons que Professeur FAUTREZ et ses 
collaborateurs auraient peut-étre intérét 4 isoler pour les analyser les noyaux de 
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chacune des couches tissulaires qu’ils étudient dans certains cas. Ils se mettraient 
ainsi, au moins partiellement, a l’abri de cette critique. 

J. Fautrez: Sil est vrai que ni M. Borvin, ni Mme. VENDRELY, ni M. VENDRELY 
n'ont avance la notion de la constance absolue de l ADN, il faut bien constater que 
leurs résultats ont ete interpretés dans ce sens par toute une serie d’auteurs, qui 
sous l'influence de leur hypothése génétique ont repris cette notion de constance 
absolue, parfois d’une maniére nuanceée, mais tres souvent de maniere intransi- 
geante (cf. les travaux d°’ALrert). Je suis tres heureux d’entendre dire par M. 
VENDRELY que le noyau nest pas un “coffre-fort” hermetique, ce qui rapproche 
évidemment trés fort nos points de vue 

Je crois pour ma part que les chiffres obtenus a l'appareil de Lison dans une 
série de laboratoires comme dans le notre forment des maintenant un tout coherent; 
dans des organes trés divers et dans des conditions varices, on obtient des variations 
des teneurs moyennes d’ADN exprimees en valeurs relatives, qui peuvent trouver 
une explication logique, si l'on admet que augmentation de l’activite cellulaire 
peut aller de pair avec une augmentation en ADN, sa mise au repos avec une 
diminution en ADN 

Je suis convaincu que, si l'on oubliait pour un instant que les chiffres obtenus 
ont quelque relation avec la teneur en ADN, personne ne contesterait cette relation 
entre de quelconques “unites Lison” et le degre d’activite cellulaire. Mais comme il 
s'agit de mesures de teneur en ADN, ces variations sont pour d’aucuns a priori 
suspectes voire impossibles 

Il est indéniable que la technique histophotomeétrique reste jusqu’a un certain 
point une technique empirique, dont les résultats doivent étre interprétées de 
maniére critique. Les conditions des mesures sont tres différentes de celles de la 
spectrophotometrie des biochimistes. Il n’en est pas moins vrai, qu'une série 
d’objections théoriques d’ailleurs theoriquement difficiles a réfuter, se sont montrées 
4 la pratique pour le moins fortement exagerées. Si ces objections étaient fondees, 
elles nous obligeraient d’ailleurs a rejeter tout simplement la technique, qui, dans 
ces conditions, ne prouverait pas plus la constance de la teneur en ADN que ses 
variations 

Dans nos conditions expérimentales, qui par les poo/s de mesures effectuéees dans 
différents individus tendent a exclure des variations individuelles, des variations de 


plus de 4 4 5", se sont toujours montrées reproductibles dans le méme sens. 


Il a été montré que les mesures des teneurs en ADN dans un méme tissu, étaient 
identiques lorsqu’elles étaient effectuées in situ, sur noyaux isoles et méme sur 
noyaux isolés et rendus plus homogeénes 

En isolant les noyaux, on perd évidemment une partie des avantages des dosages 
in situ. Roets a dailleurs pu montrer que des fortes variations de la quantite 
de lipides cytoplasmiques n’interférent guére en histophotometrie de TADN du 
noyau de la cellule surrénalienne: la méme teneur en ADN se retrouve dans la 
fasciculée externe des témoins et d’animaux traités aux oestrogénes et dont la 
fasciculée externe a perdu la majeure partie de ses inclusions lipidiques. 

Mme Ficg: Un argument en faveur dune certaine variabilité de quantité 
d’ADN dans le noyau vient des observations autoradiographiques que nous avons 
faites sur les chromosomes individuels des glandes salivaires de Rhynchosciara. 
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Au cours du développement de la larve, dans certaines bandes, le taux d’incorpora- 
tion de la thymidine dans  ADN peut étre élevé de 50 4 100 fois dans l’intervalle 
de 3 4 6 jours. Des mesures microspectrophotométriques faites a Philadelphie par 
RUDKIN accusent une augmentation de la teneur en ADN de 200°. dans ces 
mémes bandes. (Il peut s’agir d'un “ADN meétabolique”’.) Ces variations. incon- 
testablement significatives a I’échelle de la bande chromosomiale, ne correspondent 
cependant qu’a environ 10°, dans le noyau total, c’est-d-dire sont de l’ordre de 
grandeur des erreurs expérimentales 

H. Rotts: Malgré une différence de concentration de la masse anhydre du 
noyau au niveau de la zone glomeérulaire et fasciculée externe, nous retrouvons une 
meme teneur en ADN dans les noyaux de ces deux couches. Ceci indique que l’effet 
proteinique ne peut expliquer les différences trouvées. 

G. Mayer: Je voudrais insister sur l’intérét que présente la méthode de M. 
FAUTREZ pour l’endocrinologiste. Les résultats qu’il nous a apportés cadrent avec 
les données de Deane et Greep sur la zonation dans la cortico-surrénale (la castra- 
tion chez la souris ne provoque-t-elle pas aprés l’apparition de la zone X, une 
variation d° ADN 4 ce niveau? D’autre part, cette technique permettra probable- 
ment de deéfinir avec plus de précision des variations d’activité des corps jaunes, 
en particulier chez la ratte qui présente quatre types de corps jaunes dont l’activité 
secretoire semble différente. 

E. BAECKELAND: Quelle peut étre, dans vos conditions d’expérience, importance 
de lerreur éventuelle que l'on commet quand, lors d’un dosage cytophoto- 
metrique, le champ de référence est pris dans des cytoplasmes de structure différente ? 
Je signalerai que nous-méme avons di prendre un champ de référence extra- 
cytoplasmique au cours de nos expériences sur la DNase neutre; en effet, dans ce 
cas le chondriome modifié en “boules” mais non Feulgen-positif présentait une 
absorption lumineuse non spécifique qui n’était pas négligeable. 

J. FAUTREZ: Je ne crois pas que la cause d’erreur par mesure du blanc dans le 
cytoplasme ait une influence considérable: dans le cas de la surrénale, le cyto- 
plasme est dense au niveau de la glomérulaire et dilué au niveau de la fasciculée. 
Nous retrouvons néanmoins dans ces deux couches une teneur en ADN égale. 

W. PLAuT: Have you examined your experimental animals after recovery from 
drug action? Do the modifications remain? 

J. FAUTREZ: Jusqu’a ce jour nous n’avons examiné les animaux qu’immédiate- 
ment a la fin des experiences. I] serait sans doute intéressant de poursuivre l’évolu- 
tion ulterieure de la teneur en ADN des noyaux. 

D. VAN DE KERCKHOVE: En ce qui concerne les variations observées dans 
l’ovaire, je tiens cependant a faire remarquer que les chiffres projetés se rapportent 
a une experience d’une durée de 5 jours. Les mémes variations, plus prononcées 
encore dans certains cas, ont été observées dans un autre groupe d’expériences ot 
la duree de l’expérience était de 15 jours. 

R. VENDRELY propose de controler les résultats décrits par M. FAUTREZ par des 
dosages d’ADN sur noyaux isoleés. 

P. MANDEL: Je ne pense pas que l'on puisse s’attendre de la part d’une détermi- 
nation biochimique d’ADN apres isolement des noyaux, 4 pouvoir affirmer une 
difference quand celle-ci est de l’ordre de 12 415°,. Les erreurs dans le comptage des 
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calculs et les dosages chimiques sont trop élevés, 4 moins de faire un nombre de 
mesures considerables. Ainsi par dosage chimique de la quantité moyenne d’ADN 
du noyau au cours de l"hypertrophie rénale compensatrice nous n’avons pas trouvé 
de difference. Mais nous ne pouvons pas affirmer qu’il n’existe pas de différence 
inferieure a 12 ou 15°,. Par contre l’existence d'un ADN métabolique qui pourrait 


varier a cote de ADN geénetique parait trés vraisemblable 
F. Kasten: We have heard so much about DNA constancy that it seems very 


legitimate to examine critically the bases for the interpretations put forth here 


(1) Are all tissues to be compared fixed together handled alike prior to paraffin 
embedding, mounted on the same slide, and stained alike? 

(2) Are there any statistical differences between DNA values of different animals 
of a given group 

(3) | do not understand how you can end up showing DNA values with four 
numerical figures and even five figures when to begin with the original data are 
only estimated to the third figure 
1. FAUTREZ 

(1) Tous les tissus comparés dans une méme série expérimentale proviennent 
d’animaux tues simultanement. Ils sont manipulés ensemble jusqu’a l’inclusion, et 
une coupe de chaque tissu est portée chaque fois sur une méme lame porte-objet. 
On s‘assure ainsi d'un Feulgen absolument homogéne 

(2) Dans chaque groupe il existe des différences individuelles de la tenew 
moyenne en ADN. Ces differences sont certainement statistiquement significatives. 
Sur un groupe de cing animaux le /-test montre cependant que tous les noyaux 
mesures appartiennent a une population homogéne. Les valeurs individuelles 
moyennes presentent des oscillations autour d’une valeur d’équilibre. Il est donc 
permis de comparer par un /-test deux populations homogénes en partant des pools 
des mesures effectuees dans les différents individus de deux groupes. 

(3) Comme la distribution des valeurs individuelles de la teneur en ADN des 
noyaux Mesures n est pas une distribution normale mais bien log.-normale, on ne 
peut calculer les parametres en partant des chiffres naturels, mais bien en partant 
de leurs logarithmes. Les nombres a 4 ou 5 décimales auxquels Monsieur KASTEN 


fait allusion sont tout simplement les logarithmes des chiffres mesurés. 
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MODIFICATIONS DE CARACTERES RACIAUX DU 
CANARD PEKIN PAR L’ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE 
DE CANARD KHAKI CAMPBELL ET LEUR 
TRANSMISSION A LA DESCENDANCE* 


J. Benorr, P. Leroy, R. VENDRELY et C. VENDRELY 


Laboratoire d’Histophysiologie, College de France, Paris et Centre de Recherches sur les 
Macromolecules du CNRS, Strasbourg 


Abstract—Seven day-old Peking ducklings, subjected for a limited period to intra- 
peritoneal injection of a DNA extract from Khaki Campbell ducks, showed in their 


subsequent development marked phenotypic modifications compared with untreated 


specimens. These modifications affected the shape of head and body, attitude and 


weight of the animal, certain aspects of the plumage, and the pigmentation of the 


beak and feet 
The half-breeds obtained by crossing male Khaki modified females, or modi- 


fied males Khaki females, differed in plumage from those obtained from crossing 
Khaki Peking or Peking Khaki 


The modifications observed on Peking ducks after injection were transmitted to 


the following generations, F1, F2, F3, and were carried no doubt by the sex cells, 


male as well as female 
The origin and nature of the subjects used for the injections, the origin, nature 


and number of control subjects, the particular type of experimental subject, the 


sum total of all these facts and the positive results obtained, enable us to state that 


the modifications observed in the injected specimens and transmitted to theu 


offspring are indeed the result of the injections. The future will tell whether it will be 


possible to make the racial modifications so obtained permanent. This appears to 


be already highly probable to us, especially in respect of the rose colour character- 


istic of the beak. 
As a result of our experiments, we have demonstrated two different effects of 
DNA: first on the injected subject itself, which can possibly be explained by a direct 


physiological action on the chain of processes leading finally to the complete develop- 


ment of the characteristics, and secondly, more indirect, acting on the progeny. The 


second effect can only be explained by a permanent and apparently stable modifica- 


tion of the hereditary patrimony 


INTRODUCTION. MATERIEL DE RECHERCHE ET TECHNIQUE 


Nous avons tenté d’obtenir, sur un vertébré supérieur, des “transformations” 


analogues a celles que réalisérent divers auteurs sur des micro-organismes et ainsi 


de modifier certains caractéres génétiques par linjection d’acide desoxyribo- 
nucléique (ADN), d'une race 4 une autre race de la méme espece. Nous avons 


pensé rencontrer des circonstances favorables 4 notre essai en nous adressant a la 


* Ce Mémoire résume l'essentiel de nos publications antérieures (BeNnorr, 1957 et BeNort ef al 
1957 a et b, 1958, 1959 a et b) et apporte quelques données nouvelles. C'est surtout l'aspect 
morphologique et physiologique du probleme qui a ete ici envisage 
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classe des Oiseaux et, singuliérement, au canard domestique et 4 deux de ses races: 
Pekin et Khaki Campbell. Ces deux races ont l’avantage de présenter entre elles 
de nombreux caractéres trés différents, ainsi que le montre le Tableau | 


Canetons traiteés 

Les canctons Pékin dont nous nous sommes servis et qui regurent de ' ADN de 
canard Khaki Campbell provenaient d'un élevage dont les reproducteurs étaient 
tous de la souche Flamencourt, unanimement appréciée et reconnue comme une 
souche selectionnee offrant le maximum de garanties. L’élevage auquel nous 


eumes recours ne comportait que des canards Pékin, de souche Flamencourt. I 


TABLEAU | 


Race Pékin Race Khaki Campbell 
(issue du cromement Rouen 


Coureur Indien type chocolat) 


4 ke 2 kg 
issil fin 
« ezerement | 
(ventre trainant) 
MASSIVE nine 
(poues Salllantes) 
blanc soufre brun khaki, serré, compact 
boutlant 
Peau jauNne-orange peau ardorwsec 
(carotenoides) moins foncee 
rarement tachetec (melanines) 
i(mehnines) 


jaune orange brunes 


produisit, en 1956, 600 canetons Pékin, dont nous achetames 132. qui furent 
aimsi utilises 


12 canetons (3 et 9 furent injectés ADN de Khaki: 
24 canetons (3 { et 21 ©) leur servirent de témoins:* 


76 canetons furent destinés 4 d'autres expériences et tués A des Ages variant entre 
12 mois 

netons repondaient, sans exception, au type standard du caneton 

‘Z aucun des sujets non traités (24 + 96), nés du méme lot de repro- 

ducteurs sclectionnés, ne fut observée de déviation du type Pekin. En outre, une 

partie des 24 temoins produisit en 1958 et 1959, en reproduction pedigree, surveillée 


par nous dans notre ferme expérimentale de Gif-sur-Yvette, 853 canetons (dont 


439 nés en consanguinité stricte ou mitigée, comme nous le mentionnons plus bas) 


D'autres Pekin, non témoins mais de la méme souche. donnérent pendant les 
memes dernieres années, 4 Gif-sur-Yvette, 929 canetons. Or ces 1782 Pékin 
(853 +- 929), issus de sujets Pékin non injectés et conservés pendant au moins 
4 mois, n’exhib2rent d’autre phénotype que celui de la race Pékin. y compris les 


*Une erreur typographique convertit, par erreur, ce chiffre 24 en 42 dans notre Note du 27 avril 
1959 a Académie des Sciences (BENorT et a/.. 1959) 
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sujets ¢prouvés expérimentalement, au cours de leur croissance, par une déficience 
alimentaire ou par un manque de soins. 

Ajoutons encore que, bien que le renouvellement des reproducteurs de I’élevage 
auquel nous eimes recours ait lieu tous les 2 ans et que les nouveaux sujets 
proviennent exclusivement de la souche sélectionnée Flamencourt, nous avons 
voulu répondre a l’objection d'une altération des individus par consanguinité, 
alteration qui expliquerait l’apparition inattendue de nouveaux phénotypes. La 
mise en reproduction entre eux de sujets fréres et soeurs ou demi-fréres et demi- 
soeurs provenant, comme nos canards traités, de la méme souche, a donné 439 
canards dont aucun ne s’écarta du type Pékin originel; seule une différence dans la 
taille et le poids des animaux a été observée, les sujets consanguins étant parfois 
plus petits et ayant un poids légérement inférieur a celui des sujets normaux. 

Ces précisions constituent 4 nos yeux des arguments sérieux en faveur de la 
validité de notre matériel expérimental. Elles nous permettront de mieux apprécier 
la valeur des modifications importantes, que nous décrirons tout 4 heure, de 9 sur 


les 12 sujets que nous avons injectés d’- ADN de Khaki. 


Préparation de ’ ADN 

Des canards Khaki males furent tués au Laboratoire d’Histophysiologie du 
College de France a Paris. Leurs testicules et leur sang furent prélevés et envoyés, 
congelés, 4 Strasbourg, au Centre de Recherches sur les Macromolécules du 
CNRS, ot 'ADN fut extrait par deux d’entre nous selon un procédé dont voici 
les manipulations essentielles. 

Qu’il s’'agisse des noyaux obtenus a partir des érythrocytes par lyse en présence de 
saponine (R. VENDRELY ef a/., 1959) ou de broyat de testicule lavé 4 plusieurs 
reprises au serum physiologique et centrifuge jusqu’a élimination la plus complete 
possible du matériel cytoplasmique, le processus chimique d’isolement de ! ADN 
comporte les temps suivants. 

1. Extraction de la nucléoprotéine. Celle-ci est réalisée 4 basse température 
(+2°C) et en présence d’inhibiteur de désoxyribonucléase (FNa, 1.85 g/l.) par 
traitement du materiel nucléaire au moyen d'une solution | M de ClNa. La solution 
visqueuse obtenue est purifiée par centrifugation et la nucléoprotéine est précipitée 
en milieu salin a 0,14 M, puis redissoute. Ce traitement est répété un certain 
nombre de fois 

2. Séparation de ! ADN du complexe nucléoprotéique. Celle-ci est réalisée par 
deux contacts successifs d’une durée de 5 jours (4 +2°C) avec une solution saturée 
en chlorure de sodium. Ce traitement dénature et insolubilise la protéine qui est 
éliminee par centrifugation. De la solution aqueuse ainsi obtenue, ADN est 
separe par addition d’alcool. Le produit fibreux obtenu est séchée rapidement par 
passage dans l’alcool, l'alcool—éther et l’éther 

Dans les experiences qui font l’objet de cette communication, divers échantillons 
ont ete prepares 4 mesure des besoins, de telle sorte que leur durée de stockage 
s'est trouvee toujours réeduite. 

Les ADN obtenus finalement présentaient toujours l’aspect de longues fibres 


parfaitement blanches. La pureté chimique en était satisfaisante: teneur en phos- 
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phore 8,05 a 8,48°,; rapport N/P, 1,62 4 1,69. Le degré de polymérisation 
repondait aux normes d'un bon produit: masse = 547 « 10°. 

3. Technique d’ injection. Envoyé de Strasbourg a Paris et conservé au frigidaire a 
~2°C TADN fut dissous, pour l'emploi, dans du liquide de Tyrode et injecté dans 
la cavité abdominale des 12 canetons Pékin dont nous avons precedemment parle 
La premicre injection, de | mg d’ADN, fut faite le 28 juin 1956, a lage de 7 jours 
et suivie de quatre autres injections, de | mg également a | semaine d’intervalle 
Apres un repos de | mois, les femelles, et les femelles seulement. furent injectees 
de 4 mg/semaine pendant 14 semaines. Les 3 males recurent donc chacun une dose 
totale de 5 mg, chacune des 9 femelles une dose de 61 mg 


RESULTATS DES INJECTIONS 
Nous avions engagé cette expérience-pilote dans la seule pensee de recherchet 
si, en premiere, OU Meme en deuxiéme ou troisiéme génération, certains caractéres 
propres a la race Khaki n’apparaitraient pas dans la descendance de nos sujets 
injectes. Aussi notre ¢tonnement n’en fut-il que plus vif de constater, le 2 avril 1957. 
que la plupart de nos sujets injectés eux-mémes présentaient, par rapport aux 
canards Pekin témoins, des modifications profondes de plusieurs de leurs carac- 


teres, concernant tant le corps et la téte en general que le bec et le plumage (t ig. 1) 


Vodifications du corps et de la téte 

Un male sur 3, et 8 femelles sur 9, au lieu de présenter, comme dans la race 
Pekin, un corps lourd, massif et fortement dressé, l'abdomen touchant presque le 
sol, avaient un corps plus léger de | kg environ, fin et horizontal ou peu incline, 
abdomen restant éloigné du sol. Au lieu d’étre globuleuse, a joues saillantes, 
leur téte était fine, 4 joues peu accentuées. Par ces caractéres, nos Sujets ressem- 


blaient plus 4 des canards Khaki qu’a des canards Pékin 


Modifications du plumage 

Alors que la disposition et la forme des plumes donnent au plumage de la race 
Pekin un aspect “bouffant”, le plumage de nos 9 sujets “modifiés” était d’aspect 
lisse, serré et compact, comme c’est le cas chez le Khaki. En revanche. ce plumage 


ne presenta aucunement la pigmentation foncée caractéristique du Khaki. Il se 


distinguait cependant de celui du Pékin blanc soufré, par sa couleur entiérement 


blanche, d’un blanc de neige. Cet aspect persista pendant plusieurs mois, mais, lors 
de la mue automnale de 1957, le plumage devint partiellement soufré 


Modifications du 

Sans detailler ici certaines modifications de la forme du bec. ce qui nous entraine- 
rait trop loin, nous mentionnerons deux caractéres frappants que nous observames 
chez quelques femelles injectées 

(a) Pigmentation noire. La peau du bec de 5 de nos femelles injectees présentait 
une melanisation accentuée, distribuée en taches arrondies ou en plages plus 
etendues, en partant de la racine du bec. Cette pigmentation s’accentua avec le 
temps chez toutes les femelles injectées, au point d’étre actuellement. chez 6 
dentre elles, presqu’aussi compléte que chez les canes Khaki 
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Fic. 1. Cane Pekin témoin (a gauche) et cane Pékin injectée d ADN de Khaki a partir de lage 
de 7 jours (a droite), toutes deux Agées de 2} ans. 


Fic. 2. Pékin male témoin (a gauche) et sujet fils de la femelle injectée de la figure précédente 
(a droite), tous deux agés de 7 mois environ. 
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Fic. 3. Cane Pekin témoin (a droite) et cane petite fille des sujets injectés d ADN de Khaki (A 


gauche), toutes deux agees de 7 mois environ. 
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Nous préciserons cependant que le bec des canes Pékin normales présente 
parfois des taches et des plages mélaniques. Mais l'étude comparative et évolutive 
des becs de nos sujets, de leurs témoins et d’un bon nombre d'autres femelles 
Pekin, nous permet de dire que, chez la femelle Pékin normale. la pigmentation 
noire est d’'apparition moins précoce, moins fréquente, quelle est moins développée 
et trés généralement inégalement répartie sur le bec. On en jugera par la Fig. 4, 
qui représente, 4 | an 8 mois, l’aspect des deux becs les plus fortement pigmenteés, 
l'un de nos femelles injectées (a), l'autre de nos femelles témoins (b). Sans pouvoir 
encore dire que nos injections d’7ADN ont seulement renforcé un phénoméne 
existant dans la race Pékin, ou induit un phénoméne spécifique, caracteéristique de 
la race Khaki, nous sommes en mesure d’affirmer que cette intense mélanisation 
n'a été observée que sur les sujets traités 4 l’'ADN de Khaki. 

Cette meélanisation, liée 4 des facteurs génétiques, lest aussi a des facteurs 
hormoniques, étant donné les fluctuations saisonniéres de cette mélanisation 
(que nous ne pouvons pas deévelopper ici) et les différences qui existent entre 
males et femelles. Le bec des males Pékin normaux ne se mélanise jamais, a 
notre connaissance. Celui de 2 de nos 3 males injectes (le troisieme mourut a 
11} mois) resta jaune-orange pendant plus de 2 ans. Mais le bec du mile qui 
presenta les modifications corporelles décrites plus haut est actuellement en voie 
de pigmentation depuis plusieurs mois. Ce phénoméne, apparu a retardement, 
est important. Nous en reparlerons 4 propos de la descendance de nos sujets 
injectés. 

(b) Disparition de la pigmentation jaune-orange. Un autre phenomene, indépen- 
dant du précédent, peut-étre plus important que lui et en tous cas plus facile a 
discuter, apparut chez 4 de nos 9 femelles injectées. En dehors de leur pigmentation 
noire, plus Ou moins accentuée, les becs de ces 4 canes étaient, le 2 avril 1957. 
completement dépourvus de la teinte jaune-orange de fond que communique a la 
peau du bec, chez la cane Pékin normale, la présence de caroténoides. Aussi la 
couleur de fond de ces becs apparaissait-elle rose, du fait du réseau sanguin sous- 
jacent vu par transparence. Cette absence de caroténoides s'est maintenue 
integralement cheznos 4 sujets, actuellement Agésde 3 ans 3 mois. Ce caractére insolite 
est d’autant plus intéressant et important que: (1) Les canes Pékin normales et 
nos canes temoins en particulier ont toujours un bec jaune-orange, sans doute plus 
pale pendant la période de la ponte, mais jamais ce bec n’est completement privée 
de caroténoides, 4 aucun moment de I’année ni chez aucun sujet. (11) Le canard 
Khaki est porteur, pour le bec, d’un facteur rose dont Il’extériorisation est masquée 
par la couleur ardoisée. Cependant ce facteur n’existe pas toujours a l'état pur, 
un certain nombre de sujets étant hétérozygotes pour ce facteur. On sait par ailleurs 
que le facteur “rose” est dominant sur le facteur “jaune”. 

Ces faits relatifs 4 la race Khaki, non encore publiés, ont été établis a la Station 
de Recherches Avicoles de Jouy-en-Josas par R. Pero, a qui nous avons demande 
d’étudier la génétique de notre matériel expérimental. L’existence d’un facteur 
“rose” est connue chez d’autres races de canards, notamment chez l’Aylesbury, 
ou ReNDeL (1940) a démontré, par croisement, la dominance du rose sur le jaune 
On comprendrait, dés lors, l'absence de pigment caroténoide dans la peau du bec 
de quatre de nos femelles injectées. 
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Modification de la couleur des pattes 

Les pattes de nos sujets injectés gardérent pendant trois ans la couleur jaune- 
orange quelles préesentent chez les Pékin normaux. Depuis quelques mois cepen- 
dant, la palmure de 6 des 9 canes injectées s'est foncée par apparition d'un pigment 
noir, NON pas sous forme de ces plages arrondies, parfois assez grandes et d’une 
teinte homogene, brunatre, qui s’observent chez certaines canes Pékin normales. 
mais sous forme d’un damier serré de taches noires, punctiformes, qui peut re- 
couvrir la presque totalité de Ja palmure. Aucune des 16 canes Pékin témoins 
actuellement vivantes ne présente ce caractére. Nous sommes donc enclins a le 
considerer, chez nos sujets traités comme le résultat lointain de nos injections 
d’ADN de Khaki, race dont les femelles ont des palmures tres fortement teintées 
de brun no i 


TRANSMISSION AUX GENERATIONS SUIVANTES DES 
CARACTERES MODIFIES 


Ces modifications du corps et de la téte, du plumage, de la pigmentation du bec 
et des pattes ipparues chez des canetons Pékin injectes Gd ADN de Khaki et 
orientees presque toutes vers le type Khaki, sont-elles transmissibles 4 la descen- 
dance? Cette question, d'un intérét primordial, fut soumise a experience par 


etude de la de scendance des sujyets myectes en 1956, obtenue en premiere { 1957). 


deuxieme (1958) et troisiéme (1959) générations. La precarite de nos moyens ne 


nous permit pas de realiser, en 1957, de reproduction pedigree. Celle-ci fut possible 


en 1958 et 1959 grace a l'aide de la Station de Recherches Avicoles de Jouy-en-Josas 


et a celle du CNRS, qui nous construisit une importante ferme experimentale a 
Gif-sur-¥ Vette 


En 1957, nos 9 2 


canes myectees furent divisées en 2 lots de 5 et 4 bétes, compleétés 
“un par le male injecté modifié, l'autre par le male injecté non modifié. En 1958 
et 1959, nous associdmes de nouveau, cette fois en reproduction pedigree, males et 
femelles injectees en 1956, en leur adjoignant des canes Pékin normales et en 1959 


des canes Khaki. Ces mémes années, et toujours en reproduction pedigree, des 


sujets Fl et #2, modifiés ou non modifiés. furent associés. en des combinaisons 


varices, entre cux et avec des femelles et males Pékin normaux ou Khaki 
Nous ne 


exposer ici que lessentiel de nos résultats et d°un point de vue 
qualitatif Disons d’emblée que nous avons retrouvé. sur un certain nombre 


d’individus d generations successives Fl, F2 et F3 issues des suijets iniectés 


FO, les d teres modifies que nous avions observes sur les canetons injectés 


FO? (Fig ll y a donc eu transmission 4 trois générations consécutives des 
es en FO. Ajoutons que, mis en reproduction entre eux 3 années 

FO ont chaque fois transmis 4 leurs enfants (F1) leurs caractéres 

modifies odifications qui, jusqu’a présent, tout au moins, se sont révélées 


Stables serai done inscrites dans le patrimoine héreéditaire 


juclques resultats chiffrés de nos 3 campagnes de reproduction 
+4 a bec rose et 178] bec ja ec. 2099 ont survécu et ont été 


reconnu 3 so $s de PNCNOLY pes 289 modifies (dont | 
nediaires 


FO au leu de P afin d eviter la confusion avec le sigle P du mot Pékin 
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Examinons les unes aprés les autres les modifications observées dans leur ordre 
naturel d’apparition aprés la naissance. 


Bec rose 

Des l’éclosion, un certain nombre de canetons des générations Fl, F2 et F3 ont 
presente un bec d’un joli rose ou rose violacé, sans aucune trace de pigment 
jaune. Ces becs tranchent nettement sur ceux des autres sujets et des canetons 
Pékin normaux, de couleur jaune ou jaune-orange. 

Notons que le bec des canetons Pékin normaux n'est jamais depourvu de caroteé- 
noides. Nous n’avons pas observé un seul bec rose sur les 756 canetons Pékin 
issus des canards témoins de nos sujets injectés ou des enfants de ces témoins. en 
1958 et 1959. 

Nous avons observe le bec “rose’’ aussi bien sur les males que sur les femelles 
Apparu dés l’éclosion, le caractére “rose” s'est maintenu, parfaitement stable 
chez tous nos sujets, dont les plus 4gés ont actuellement 2} ans 

Parmi les descendants des FO injectés, d’autres sujets présentérent simplement, 
a léclosion, une déficience, souvent trés marquée, en caroténoides: leur bec, a 
fond rose, était plus ou moins teinté de jaune. Dans tous ces cas, il est devenu. 
progressivement, enti¢rement jaune chez l’adulte 

L’absence de caroténoides chez nos sujets 4 bec rose n'est point due a une carence 
alimentaire. Tous nos sujets recurent en effet une méme nourriture. riche en caroté- 
noides. L’absence de ces pigments parait avoir une cause génétique: les canetons 
a bec rose ont toujours au moins un progéniteur (pére ou mére) a bec rose. En 
outre, la transmission du caractére rose parait obéir, au cours des générations 
successives—autant que nous permettent de le supposer nos résultats statistiques 
actuels—aux lois mendéliennes 

Enfln, nous retrouvons la dominance du caractére rose observée par Pero chez 
le Khaki et par Renpev (1940) chez Aylesbury. Nous possédons notamment un 
canard male F2 a bec rose (No. 10 185), issu d'un pére Fl a bec rose et d’une 
mére Fl a bec rose, qui eut de 4 femelles, a bec jaune, dont 2 canes Pékin. 130 
canctons tous possesseurs d’un bec rose. Ce mile est manifestement homozygote 
pour le facteur rose, dominant sur le facteur jaune des temelles 

Notons enfin que les 4 canes FO a bec a fond rose ont donné naissance, 3 années 
de suite (1957, 1958 et 1959) 4 un certain pourcentage de canetons a bee rose. qui 
ne parait pas avoir faibli avec les années. Les propriétés conférées a leurs cellules 


sexuelles par les injections d’ADN se sont donc maintenues jusqu’ici 


Forme de la téte et du corps 

Un certain nombre de canetons des générations Fl, F2 et F3 présentérent, dés 
eclosion, des modifications notables de la téte semblables a celles de l'un ou de 
leurs deux parents. Les modifications de la forme du corps analogues A celles des 
adultes: corps plus fin, moins lourd et moins dressé, se remarquent un peu plus 
tard, 4 mesure que le corps se modeéle, et deviennent trés nettes vers Age de 3 a4 


mois, lorsque le canard a atteint sa taille d’adulte et que le plumage a acquis son 
état definitif. 
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Vodifications du plumage 

Nous avons observé également, dans la descendance des FO, la transmission de 
l'aspect lisse, compact, du plumage. Chez quelques sujets, le plumage était absolu- 
ment blanc, comme il le fut chez les FO jusqu’a l’age de | an et demi 


Pigmentation lu he 

La pigmentation noire du bec qui se produisit chez les canes injectées FO se 
developpa sur un certain nombre de femelles des premiére, deuxiéme et troisieéme 
generations, mais au bout de quelques mois seulement, lorsque commenca la 
maturation sexuelle. Les témoins de ces femelles avaient, aux mémes Ages, un bec 
non pigmente ou faiblement chargé de mélanine. La mélanisation du bec a atteint. 

z certaines femelles des generations Fl et F2, un degré élevé: non seulement des 
canes Fl nees en 1957, mais aussi des canes F2 nées en 1958 ont depuis plusicurs 
mois un bec presque aussi complétement pigmenté que leurs méres et grand- 
meres FU (Fig. 4, (c) et (e) ) 

De méme que le male FO modifié présenta tardivement, nous l'avons dit. un 
debut de pigmentation du bec, de méme plusieurs males des générations Fl. F2 et 
meme #3 montrerent, mais plus précocement (dés le quatriéme mois) un début 
de pigmentat sous la forme de fines taches bleutées distribuées aux régions 
proximale et axiale du bec. Ce fait est d’autant plus remarquable que, nous l’avons 


dit, le bec des males Pékin normaux ne présente jamais ce type de pigmentation 


Pigmentation 
La pigmentation spéciale (damier noir plus ou moins étendu) apparue sur la 
palmure des canes FO s'est reproduite chez plusieurs de nos canes Fl et F2 


Aucune des nombreuses canes témoins ne présente ce caractére 


Métissage: Animaux modifiés croisés avec des canards Khaki 
Il est établi depuis longtemps que le croisement 5 Pékin Khaki donne des 
produits de type Rouen, c’est-d-dire des individus de taille assez forte, a plumage 


tres voisin de celui du canard sauvage “col vert” pour le + et la 
Inversement, le croisement * Khaki Pekin donne des sujets de coloris Rouen 


pour le male, et dune teinte rappelant le plumage Khaki pour la femelle: la taille 


des individus est moins développée que celle des Rouen, mais la téte est plus 
globuleuse que celle du Khaki 

Le metissage, obtenu soit par croisement de } Khaki avec des 2 modifiées a 
la suite des injections d’ADN soit par le croisement inverse ( + modifié Khaki) 
produit des types différents du type classique Rouen, tous les géniteurs venant 
evidemment de reproduction pedigree 

Le > Khaki croisé avec des modifices donne des individus } a coloris 
Rouen et des © d'une teinte “noisette” légérement plus foncée que la teinte du 
plumage de la ~ issue du croisement + Khaki Pekin. La téte fine est du type 
Khaki. Le croisement 5 modifié Khaki donne deux types d’individus: 

(a) D’une part des animaux trés fortement foncés: le male conserve le “col 
vert” mais le reste du plumage est d'un brun chataigne foncé; la © est presque 
enticrement brun noir, avec des plumes unies et parfois quelques taches blanches 
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Fic. 4. Bees de canes: (a) FO 25, injectée d ADN (1 an 8 mois): (b) Cane Pékin no. 5567. témoin de 


la precedente, au méme age. Cette cane est, parmi les canes témoins, celle dont le bec est le plus 


pigmente. (c) Fl 166, fille des FO injectés (1 an 8 mois). (d) Cane Pékin normale no. 732. au méme 
(f) Cane Pekin 10 366. petite fille 


age. (c) £2 10 191, petite fille des FO injectés (1 an environ) 


d'un canard et d'une cane Pékin témoin des FO (1 an environ) 
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plus ou moins développées sur le cou, les ailes et l'abdomen. On n’observe pas de 
miroir sur les ailes. Le phénotype de la 2 est ainsi entiérement différent de celui 
du croisement Pékin Khaki. 

(b) D’autre part des animaux rappelant le Rouen: le + est du type “col vert’; 
la ., petite de taille, a un plumage foncé, avec un dessin comparable a celui de 
la cane Rouen mais beaucoup plus sombre et sans miroir. 


DISCUSSION 

Nous avons donc observé, a la suite d’injections d’ADN de canard Khaki a des 
canetons Peékins agés de 7 jours, l’apparition de plusieurs caractéres somatiques 
qui ne sont plus du type Pékin, mais dont plusieurs rappellent le type Khaki. Mis 
en reproduction, ces sujets modifiés ont transmis leurs caractéres a leurs enfants 
Fl, ceux-ci aux petits-enfants F2 et ces derniers aux arriére-petits-enfants F3 

Tels sont, dans leur ensemble, les faits observés. Soumettons les A une discussion 
critique. 

(1) Se pourrait-il que l’extrait injecté, n’ait, en réalité, exercé aucune action et 
que les faits notes chez les sujets FO se soient—simple coincidence—spontané- 
ment produits chez des animaux qui auraient été des “métis naturels”, en voie de 
segregation mendeélienne ? 

Dans les perspectives de cette hypothése il faudrait donc concevoir—ce qui 
dailleurs n’est pas impensable—que des générateurs de races différentes aient 
donné des produits d’ou seraient issus nos canards “supposés” “modifiés”. Mais 
on devrait également supposer que ces générateurs étaient phénotypiquement 
Pekin et que leur véritable génotype échappa a l’éleveur. II est, en effet. impensable 
que des animaux aberrants aient pu passer inapergus, se maintenir et se reproduire 
dans un élevage ot le nombre des sujets était toujours trés faible et qui etait réputé 
pour la qualité de ses produits. D’autant plus que le plumage de nos animaux 
“modifi¢s”, d’abord complétement blanc, retrouva quelques mois aprés la fin des 
injections, la pigmentation soufrée caractéristique du Pékin. Cette dépigmentation, 
puis la nouvelle pigmentation du type Pékin standard, indiqueraient bien qu origi- 
nellement (en ce qui concerne ce point de vue particulier) l"un au moins des ancétres 
de nos canards d’expérience appartenait a la souche Pékin. 

Ainsi, admettons l’hypothése d’un métissage, au point de départ. Le croisement 
entre eux des sujets issus de géniteurs de race différente doit permettre de retrouver 
dans les descendants les proportions mendéliennes habituelles. Or. apres 
trois Campagnes successives de reproduction, l’examen méticuleux des caractéres 
phenotypiques de 2099 sujets, nés de nos canards modifiés, croisés entre eux ou 
croises avec des Pékin, eux-mémes vérifiés par inbreeding, ne nous a pas encore 
révélé d’autre type que le type Pékin, le type “modifié” et le métis Pékin « modifié. 
Cet examen qui doit se poursuivre au cours des saisons prochaines sur de nouveaux 
Sujets obtenus par des croisements semblables ou paralléles aux premiers, nous 
permettra, en prolongeant notre enquéte, d’apprécier la valeur de l’objection et 
d’y répondre en parfaite objectivité. 

Nous avons insisté dans les pages précédentes sur l’'absence de caroténoides, 
du bec de 4 des femelles injectées: au lieu d’étre jaune, le bec est rose. Si ce caractére 
particulier n’était pas le résultat du traitement il faudrait encore supposer: 
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(a) que le bec d’au moins un des parents de ces femelles était rose et que cette 
couleur, insolite dans lelevage de Pekin a becs jaune-orange, a échappeé a l’éleveur. 
Nous savons en effet que les canetons a bec rose ont toujours au moins un pro- 
geniteur (pere Ou mere) a bec rose 

(b) que le bec des 4 femelles precitees etait rose a la naissance et donc que, ni 
leleveur, ni ensuite les experimentateurs, au cours de leurs manipulations répétées 
des sujets, ne se sont apergus d'un phenomene aussi exceptionnel. Il fut éetabli en 
effet qu'un adulte a bec completement depigmente a di le posseder tel dés sa 
naissance; 4 moins evidemment qu'un expedient physiologique tel que TADN ait 
pu modifier Pevolution normale de la pigmentation 

(2) Ne pourrait-on pas alors admettre que les sujets “modifies” aient simplement 
ete le jouct de “mutations spontanées”? Le calcul des probabilites, appliqué aux 
9 canetons modifies, sur 12 injectes, pris au hasard dans un lot de 600 sujets 
Pekin normaux, demontrerait evidemment linvraisemblance d'une telle hypothese 

(3) Mais TADN lui-méme est-il agent reel des modifications? Des traces de 
substances proteiques extraites avec TADN ne seraient-elles pas responsables de ces 
phénomeénes? Bien que la purete de TADN employe, controle par lanalyse 
chimique, rende cette hypothese improbable, la question soulevee ne peut pas 
recevoir actuellement de réponse definitive. 

(4) L'ADN peut-il avoir exercé un effet non specifique? Des injections d- ADN 
dépolymérisé ou d ADN trés differents, originaires d'autres especes ou d'autres 
classes d’animaux, permettront de répondre a cette question. Remarquons toutefois 
que plusieurs caracteres nouveaux, en particulier le bec rose, semblent bien porter 
la marque de la race Khaki. 

(5) L’action de TADN, indéniable, aurait-elle simplement consisté a rendre 
possible une résurgence atavique de certains caractéres ancestraux? Les caracteres 
somatiques du Pékin sont fixes peut-étre depuis des siecles et pour le moins depuis 
1874, date 4 laquelle G. P. ANrHony, dans le Poultry World, decrivit les mémes 
caractéres généraux de cette race que ceux qu'elle presente aujourd hui. De plus, 
lhypothése d'une résurgence ne peut étre acceptable que pour des caractéres 
récessifs. Elle est évidemment incapable d’expliquer le “bec rose” qui est un 
caractére dominant. Comme tel, il ne peut “resurger” puisque, par definition, 
l'absence de ses manifestations signifie, en fait, qu'il n’existe reellement pas dans 
le genotype 

(6) Bien que nous ne puissions pas affirmer que TADN ait agi d'une maniére 
spécifique, une telle action est cependant probable. Quel pourrait étre, dans cette 
hypothése, le mécanisme de cette action? Nous abordons ici les problemes a 
priori fort complexes de la pénétration des macromolecules injectees ou de frag- 
ments de celles-ci dans l'organisme et du mécanisme de leur action morpho- 


génétique. Les solutions de ces problemes ardus ne sont pas encore en vue et nous 


ne perdrons pas de temps 4 les discuter. Remarquons cependant la complexite 


du probleme dans son ensemble, qui doit inclure des problemes particuliers a 
l'échelle de l'organisme. Une constatation nous frappe en effet: les modifications 
* Un sujet injecté FO et 2 sujets Fl présentérent des modifications anormales, dysharmoniques, 


peut-étre dues, mais non obligatoirement, aux injections. Nous ne pouvons, faute de place, 


étudier ici ces cas spéciaux 
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observees sont, dans l’ensemble*, harmonieuses. Cette harmonie de dév cloppement 
des sujets FO et de leurs descendants modifiés frappe a la simple vue de leur aspect 
general (Figs. | 4 3). Ajoutons que leur santé est excellente et que leurs facultés de 
reproduction sont normales. Dans les processus de fixation de ! ADN dans l’orga- 
nisme et de son rdle dans la morphogenése, il faut trés probablement faire une part 
importante aux mecanismes normaux d’intégration, de régulation, d’harmonisation 
de cet organisme et de son adaptation a la cause perturbatrice qui lui est imposée 
Il ne s‘agit pas seulement ici de raisonner cellulairement, comme on peut se limiter 
a le faire dans l'étude de la “transformation” chez les bactéries. mais aussi a 
lechelle clevée de organisme, qui forme un tout et en qui des lois spéciales inter- 
viennent pour maintenir, dans les limites du possible, 'harmonie de ce “tout” 
Nous ne saurions trop insister sur cette considération, qui nous parait fondamen- 
tale. La réponse de l’organisme entier, en tant que tout, serait évidemment anar- 
chique, si elle était seulement la sommation de réponses cellulaires individuelles 
Elle doit au contraire résulter d’une intégration qui assure ce caractére harmonieux 
que nous avons releve, integration qui peut se réaliser 4 plusieurs niveaux, peut- 
étre méme a celui du géndme et du chromosome. 

(7) On peut s’étonner en outre que des modifications aussi importantes que celles 
de la forme du corps et de la téte aient pu encore se produire au cours de l’onto- 
genese postnatale, aprés la premiére semaine. Ces faits ne laissent pas en effet 
d’étre surprenants. Remarquons cependant combien un caneton, éclos ou age de 
quelques jours, est encore loin de posséder les caractéristiques anatomiques des 
adultes de sa race. N’observe-t-on pas, d’ailleurs, méme dans l’espéce humaine, 
que des facteurs pathogéniques infléchissent, méme tardivement, le développement 
et sont capables d’induire des modifications prononcées de la forme du corps, de la 
téte ou des membres? 

(8) Attirons lattention sur le cas du male FO qui fut “modifié” aprés cing 
injections seulement, pratiquées entre les A4gés de 7 et de 36 jours. Signalons en 
outre que des expériences d’injection d’ADN dans I’oeuf avant ou pendant l’incuba- 
tion, pratiquées par nous et par d'autres auteurs, furent jusqu’ici négatives. Ne se 
pourrait-il pas que lorganisme ne soit réceptif a l’action modificatrice de | ADN 
qu’a une certaine période bien déterminée de son développement? Cette idée a 
deja été avancée par plusieurs auteurs dans le cas de l’hybridation végétative. 


NOUVELLES EXPERIENCES D°INJECTION D’ADN 

En fin de cette étude, disons quelques mots des tentatives nouvelles d’injection 
d’ADN a des canetons Pékin, que nous avons faites en 1957, 1958 et 1959. En 1956. 
nous avions imnjecte un certain ADN, conservé a l'état solide a4 + 2°C. Il en fut 
de méme en 1957. En 1958, nous avons utilisé un ADN préparé un peu différem- 
ment, extrait liquide conservé congelé 4 —25°C environ. En 1959, nous avons 
employe des ADN des deux types. 

Les résultats 4 court terme des expériences de 1957 et 1958 ont été négatifs.* 
“A court terme”, précisons-nous, car, forts des résultats inattendus de l’expérience 
de 1956, nous avons recherché en 1957 et 1958, non plus, selon nos projets initiaux, 
des résultats éloignés, dans une des générations Fl, F2 ou F3 issues des sujets 


* Nous avons injecté pendant ces deux années, 295 sujets avec divers ADN. 


4 
4 
“4 
960 
: 
: 


192 Benorr, P. Leroy, R. Venprecy et C. Venprety 


injectés, mais des modifications des sujets injectés eux-mémes et. faute de place, 
nous Navons pas pu conserver longtemps des sujets qui, aprés quelques mois, ne 
presentaient pas de modifications somatiques par rapport aux témoins 

Nous devons done dire, en toute objectivité, que nous n’avons pas observe, 
dans nos experiences de 1957 et 1958, de résultats prochains de nos injections. mais 
nous ne pouvons pas aflirmer que des résultats lointains, modifications pigmentaires 
par exemple, ne se seraient pas ultérieurement produits. 

Quant aux experiences de traitement 4 TADN pratiquées durant l'année 1959. 


elles ont consiste en injections et parfois en implantations d’ADN divers provenant 


de canards Khaki, Pékin, Aylesbury, métis > Pékin Khaki, descendants 
modifies des canards Pékin traités en 1956 et de veau. Ainsi furent traitées 22 séries 
de canetons (Pekin, Khaki, descendants de canards modifiés) comprenant en tout 
205 individus et 147 témoins, fréres et soeurs des traités, tous nés en reproduction 
pedigree. Certaines de ces expériences sont encore en cours et nous devons attendre 
avant d’en juger les résultats 

Que pouvons-nous dire des résultats négatifs des années 1957 et 1958? Les 
differences des procedés d’extraction et d'utilisation de ADN les expliqueraient- 
elles? Il se peut aussi que des facteurs dont la notion nous echappe actuellement 
soient intervel soit dans le mode de préparation de l'ADN, soit dans les condi- 
tions physiologiques des expériences. Certaines conditions de réceptivité de 
Vorganisme sont peut-étre tout aussi importantes que le procédé d’extraction de 
l'ADN. Certaines conditions géniques ont peut-étre existé, méme chez des Pékin 
authentiques et sclectionnés, comme ceux que nous avons utilisés en 1956. qui ne se 


sont pas reproduites ulterieurement sur un matériel cependant apparemment 
identique. Remarquons en outre que, dans notre expérience de 1956, sur 12 


animaux traites, 9 ont repondu et les 3 autres non. Des facteurs individuels jouent 


done aussi un role important dans le phénoméne gue nous étudions. On connait 
bien d’ailleurs Vexistence de ces facteurs individuels chez les micro-organismes, 
ou l'on sait qu'un tres faible nombre des individus d’une méme colonie subissent 


le phenomene de “transformation” 


RESUME 


(1) Soumis a des injections intrapéritonéales d'un extrait d’ADN de canard 
Khaki Campbell, pendant une durée limitée, des canetons Pékin Agés de 7 jours ont 
presente, au cours de leur developpement ultérieur, des modifications phénoty- 
piques notables, par rapport aux sujets témoins, concernant la forme de la téte et 
du corps, le port et le poids de l'animal, certains aspects du plumage et la pigmenta- 
tion du bec et des pattes 

(2) Le métissage obtenu par le croisement de miles Khaki avec des femelles 
modifices, ou de male modifié avec des femelles Khaki produit des types de 
plumages differents de ceux obtenus par les croisements Khaki Pekin ou 
Pekin Khak 

(3) Les modifications observées sur les Pékin injectés et modifiés, se sont trans- 
muses aux generations suivantes Fl, F2, F3, véhiculées sans doute par les cellules 


sexuelles males aussi bien que femelles. 
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(4) L’origine et la nature des sujets utilisés pour les injections, l’origine, la 
nature et le nombre de leurs témoins, le type particulier de nos sujets, et enfin la 
convergence de tous les faits et résultats positifs enregistrés semblent indiquer 


que les modifications observées chez les sujets injectés et transmises a la descen- 
dance sont difficilement explicables autrement que par l’action de TADN injecte. 
L’avenir dira sil est possible de fixer les modifications raciales obtenues. Cela 
nous parait déja hautement probable en ce qui concerne le caractére “rose”’ du bec. 

(5) Nous aurions donc enregistré, au cours de nos expériences, deux effets 
différents de !/ADN: l'un sur le sujet injecté lui-méme, explicable peut-étre par 
une action physiologique directe sur la chaine des processus aboutissant au dévelop- 
pement complet des caractéres; l'autre, plus éloigne, sur la descendance, con- 
séquence probable d'une modification permanente et apparemment stable du 
patrimoine héréditaire. 
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DISCUSSION 


J. Huppert: Combien de préparations différentes ont été utilisées dans les séries 
negatives? 

C. Venprecy: Environ vingt préparations différentes 

R. THOMAS: Quelle est la proportion d’animaux a bec rose dans la descendance 
du croisement (Pékin x Khaki) « (Pékin x Khaki)? 

J. Benorr: Signore le pourcentage de sujets A plumage entiérement blanc et a 
bec rose obtenus par M. R. Péro, en deuxiéme génération, de ce croisement.* 

A. DELAUNAY 

(1) J’aimerais que M. le Prof. BeNnorr précise dans quelles conditions a été 
obtenue la premiére génération de canetons a partir de canards artificiellement 
modifies 

(2) Le mecanisme intime des modifications observées demeurant tout A fait 
inconnu, peut-ctre serait-il bon de regarder si, en quelque mesure, les conditions 
ecologiques n'ont pas ici joue un role 

J. BeNor 

(1) J'ai dit que, faute d'une installation suffisante, en 1957. les canards injectes 
avaient ete mis cette annee en reproduction non pedigrée. Je précise que le 
modifie fut placé dans un parquet avec 5 © modifiées et le + non modifié avec 
les 3 autres © modifiées et la 2 non modifiée 

(2) Bien que peu probables a priori, des conditions ecologiques inconnues ne 
sont cependant pas, en effet, a exclure 

P. MANIL: Puis-je vous demander si, 4 votre connaissance. des experiences 
analogues a celles que VOUS AVeZ CXposees Ont cle Ou sont entreprises actuellement 
pour la poule, dont la génétique est mieux connue que celle du canard? Et quels 
sont les resultats éventuels ? 

J. Benorr: Les biologistes américains Sistey et Sre ont repris NOs experiences 
sur le poulet. Ils m’ont dit n'avoir obtenu jusqu'a present que des résultats négatifs 
Un biologiste allemand qui doit prochainement venir me voir A Paris m’a ecrit 
recemment, sans plus de détails, qu'il pensait avoir obtenu des résultats positifs 
sur de jeunes poussins 

J. N. Davipson: Je voudrais demander si, comme témoin. vous avez essaye 
d'injecter de 'ADN préparé d'autres espéces d’animaux. par exemple de vache 
ou de poisson”? 

J. Benorr: Oui, nous avons injecté des ADN de veau et de truite. par exemple, et 


obtenu des résultats négatifs. Mais comme les injections. faites parallelement, 


d°ADN de Khaki a des canetons Pékin n’ont alors donné aucun resultat positif, 
les résultats négatifs des injections d’ADN de veau et de truite perdent, de ce fait, 
toute signification 


* Mr. PéRo, consulté ultérieurement. indique que ce pourcentage était de 13 pour cent environ 
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ESSAIS SUR UN MECANISME BIOCHIMIQUE DES 
MUTATIONS 


P. MANDEL 


Institut de Chimie Biologique, Faculté de Médecine, Strasbourg 


Abstract—A reduced biosynthesis of nucleic acids in the spleen and in cells of ascite 
hepatoma produced by X-rays is accompanied by an increased content of free 


nucleoside and deoxynucleoside triphosphates, although the rate of synthesis of the 


nucleotides appears nearly normal. This seems to indicate that the inhibition lies 


at the level of the polymerase activity (which produces nucleic acids from the tri- 


phosphate precursors) rather than on the production of the precursors themselves 


An increase in the amount of free nucleoside polyphosphates has also been 
mentioned in bacteria irradiated by ultra-violet light, a known mutagenic agent 
Mutations are similarly favoured by reinforcing the culture medium with purine 


and pyrimidine bases before irradiation 
All nucleoside and deoxynucleoside triphosphates are not equally affected and 


the abnormal pool of these precursors may possibly result in the formation of an 
abnormal RNA. The possibility that a modified DNA primer for the further 
synthesis of subsequent DNA can also be produced, is discussed in connection with 
the work of KorNperG ef a/. and with observations made on intact cells. This 


possibility will be tested experimentally 
The major interest of this hypothesis lies in its ability to explain the production 


of spontaneous mutations of metabolic origin; in these the common pool of pre- 
cursors may be altered by the withdrawal of some of the constituents, with the 
effect that an abnormal DNA is consequently synthetized. This hypothesis could 
also explain the modification of DNA in the host cell contaminated by the pool of 


precursors brought about by the infecting virus 


IL EsT evident que toute tentative d’explication du mécanisme des mutations doit 
tenir compte d’un certain nombre de connaissances acquises parmi lesquelles il 


faut rappeler en premier lieu 
(a) Les observations faites quand on provoque expérimentalement des mutations 
en grand nombre par les rayons X, les rayons ultraviolets et certains agents 


chimiques mutageénes. 

(b) La notion que lacide desoxyribonucléeique (ADN)* est le support bio- 
chimique des caractéres héréditaires, que sa constitution joue a cet égard un réle 
déterminant et qu’au cours de la reproduction on assiste a une “replication” de 
lADN. 


* Abrévations utilisées: acide désoxyribonucléique (ADN); acide ribonucléique (ARN); acide 
nucléique (AN); nucléosides triphosphates (NTP); désoxyribonucléosides triphosphates (dNTP); 
adénosine, cytidine, uridine, guanosine, inosine et thymidine monophosphates (AMP, CMP, UMP, 
GMP, IMP et TMP) ou triphosphates (ATP, CTP, UTP, GTP, ITP et TTP); désoxyadénosine, 
désoxyguanosine, désoxycytidine, désoxyuridine et désoxyinosine monophosphates (dAMP, 


dGMP, dCMP, dUMP et dIMP) ou triphosphates (dATP, dGTP, dCTP, dUTP et dITP). 
195 
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Dans ces conditions, le probleme qui se pose est de savoir quelles sont les causes 


susceptibles de provoquer une modification permanente et transmissible de la 


structure de TADN genetique. Pour y répondre, il convient de se souvenir du a 

mecanisme de la biosynthese de !ADN. II ressort des travaux de KORNBERG ef al. be 

(KORNBERG, 1957a, b, 1959; BessMAN ef a/., 1957, 1958) que la synthése de ADN 


seffectue a partir de precurseurs qui sont les désoxynucléosides triphosphates, par 


intervention d'un systeme enzymatique approprié et en présence d'une molécule 


d°ADN jouant un role d’'amorce, le primer. C'est ce primer qui oriente la synthése 


vers la constitution d'une molecule qui lui est identique et qui représente done sa 


replique. Des lors lorigine des mutations serait a rechercher soit dans le changement 


du primer qui méne a la production d'un ADN modifié, soit dans un trouble de la 


biosynthese qui fait intervenir les précurseurs et enzyme 


Nous savons actuellement que certains agents mutagénes sont susceptibles de 


provoquer une lesion de lTADN, par consequent une modification du primer, ce 


qui conduit par replication 2 un ADN modifié et par conséquent 4 une mutation 


C'est le cas des rayons X qui peuvent rompre la chaine polynucléotidique de 


lADN, ou provoquer par le phénoméne de la cible un changement dans la succes- 


sion des nucleotides au sein de la molecule d’ADN. C’est aussi le cas de certains 
. 1960) oudu NO,H qui peuvent entrer en réaction 


agents alkylants (ALEXANDER, ef a/. 


avec les bases puriques et pyrimidiques. Il s’agit donc dans les deux cas d'une 


“lesion” de la molecule d’ ADN qui s’en trouve modifiée et donne lieu par la voie 


de la synthese normale 4 des ADN également modifi¢s et par conséquent a des 


stadies 


Mais il semble bien que le phénoméne de la cible ne peut expliquer entiérement 


les mutations par les rayons X et ultra violets. Il en est de méme pour certains 


agents chimiques mutagenes pour lesquels on chercherait vainement une action 


directe sur TADN. Force est done d’envisager l'autre point d’attaque de la bio- 


synthese de TADN dans laquelle interviennent en dehors du primer les précurseurs 


et le systeme enzymatique. C'est a l'étude de cet aspect du probléme que nous nous 


sommes attache. Il nous a paru interessant de rechercher comment est troublée la 


biosynthese de TADN sous effet des rayons X, un agent physique connu pour la 


fréquence des mutations qu’il suscite. Mais on ne peut séparer la biosynthése de 
lADN de celle de l'acide ribonucleique (ARN), étant donné lintervention de ce 


dernier dans la biosynthése des protéines donc d’enzymes, et les interactions entre 


les nucleosides polyphosphates precurseurs des acides nucléiques (AN). Aussi 


avons-nous examine parallelement evolution de TARN. Comme par ailleurs il 


sagit en faint d’etudier le phenoméne fondamental, l'effet des rayons X sur la 


biosynthese des AN, le choix du materiel, bactéries ou tissus animaux, peut étre 


en premiere approximation indifferent. Ce qui importe, c'est de choisir des cellules 


en vole de proliferation rapide et par consequent siége de synthéses intenses d’AN, 


C'est ainsi que, pour commencer, nous avons adopté comme voie d’investigation 


etude des effets des rayons X sur les AN de la rate et de cellules d’un hépatome 


ascitique chez le rat 


RESULTATS EXPERIMENTAUX 
Nos essais ont porte sur des rats de souche Wistar rigoureusement homogéne. 


Les animaux sont issus de croisements entre fréres et soeurs depuis plus de vingt 
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générations. Les animaux témoins et irradiés sont du méme sexe et proviennent de 
mémes portees. 

Les méthodes et techniques employees et des résultats preliminaires sont exposes 
ailleurs (MANDEL et CHAMBON, 1959, 1960; CHAMBON et MANDEL, 1959). Nous 
aborderons donc directement les résultats experimentaux. 


Fic. 1. Actions des diverses doses de Rayons X (325, 500, 700 r) sur l'acide ribonucleique de la 
rate chez le rat: variations des quantités absolues. Les courbes indiquent la reduction des 


quantités absolues d’ ARN; I'axe des abscisses représente les valeurs des temoins 


Fic. 2. Actions des diverses doses de Rayons X (325, 500, 700 r) sur l'acide désoxyribonucleique 
de la rate chez le rat: variations des quantités absolues. Les courbes indiquent la réduction des 
quantités absolues d° ADN;; I'axe des abscisses représente les valeurs des temoins 


Dans une étude préliminaire, nous avons fixé la dose de rayons X qui, en irradia- 
tion totale, fournit le plateau d’inhibition de la synthése des AN le plus durable 


comme le montrent les graphiques ci-contre (Figs. 1 et 2). C’est la dose de 700 r 
qui tout en permettant une survie des animaux pratiquement de 100°, realise ce 
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FiG. 3. Variations de ‘activité spécifique relative des acides nucléiques de la rate a différents délais 


apres une irradiation corporelle totale de 700 r. La ligne du zéro correspond a lactivité specifique 


relative des acides nucléiques des animaux témoins: les colonnes indiquent les valeurs pour les 


animaux irradies; lecart de la ligne horizontale exprime la difference en pour-cent 


Fic. 4. Nucléotides libres de la rate 
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Fractions de 4m\ 


Fic. 5. Nucléotides libres de la rate. 


TABLEAU |. MODIFICATIONS DES QUANTITES DES NUCLEOTIDES LIBRES DE LA RATI 
A DIFFERENTS DELAIS APRES UNE IRRADIATION CORPORELLE TOTALI (700r). 


12 heures 24 jours 4 jours 74 jours 21 jours 


Ir/T Ir/T Ir/T 


ATP 1,58 
UMP 1,00 
UDP 1,00 
UTP 1,80 
GMP 0,80 
GDP 0,67 
GTP 1,50 
CMP 0,60 
CDP 0,84 
UDPG Gal 1,00 
UDPAG 1,00 
DPN 1,00 
TPN 20 1,00 


t 


Ir/T Nucléotides libres de la rate des animaux irradiés/Nucléotides libres de la rate des ani- 
maux témoins. 

Les quantités de chaque nucleotide ont été exprimées auparavant en «moles par mg de phosphore 
dADN. 
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plateau d’inhibition. Autrement dit, aprés la destruction initiale des cellules qui se 
traduit par une baisse de lLARN de 50 a 70°, et de TADN de 60 a 70°,, cette 
baisse se trouve maintenue pendant une période d’observation assez longue par 
une inhibition de la biosynthése. Nous avons détermine pendant cette période la 
repartition et la quantite de nucleotides libres par chromatographie sur colonne de 


Fic. 6. Nucleotides libres d'un hepatome ascitique, 


Fic. 7. Nucleotides libres d'un hépatome ascitique 12 hr aprés irradiation aux rayons X 


‘ 
a 
ay": 
| 
4 
VOle 
‘ 
phe 
: 
7 
‘ 
- 
Fractions de 4r 
| 


Essais sur un mécanisme biochimique des mutations 201 


Dowex 1 * 8 associée 4 la chromatographie sur papier selon des techniques 
exposees ailleurs (CHAMBON et MANDEL, 1959). Douze heures avant le sacrifice des 
animaux, nous injectons une dose de 50 ue de “P par 100 g de poids corporel. 
C'est la un moyen supplémentaire de comparer le rythme de la synthése des 
nucleotides par l'étude des activités spécifiques relative 4 celle du PO, acido- 
soluble. 

Les Figs. 3, 4 et 5 permettent de confronter le poo/ des nucléotides libres 4 divers 
délais aprés lexposition aux rayons X et le Tableau | résume les résultats. II 
apparait d'une fagon évidente que pendant une longue période aprés l’irradiation 
on trouve des quantités de nucleosides polyphosphates trés supérieures chez les ani- 
maux irradi¢s. Cependant l’activité spécifique du “P est identique chez les sujets 
normaux et irradiés. 

Les Figs 6 et 7 concernant les nucléotides libres des cellules d'un hépatome 
ascitique montrent, 12 hr aprés une irradiation de 700 r, un accroissement net du 
triphosphate de la thymidine. Nous ne disposons pas de résultats numériques 
concernant les autres désoxynucleosides triphosphates mais leur accroissement est 
indiscutable 


DISCUSSION 

L’accroissement de la quantité de nucléotides, en particulier des nucléosides 
polyphosphates, alors que le taux des AN reste trés abaissé, doit étre interprete 
comme une accumulation des précurseurs qui ne sont pas utilisés. Ainsi les 
rayons X paraissent agir d’une fagon beaucoup plus intense sur le stade de passage 
de nucleotides triphosphates (NTP) aux AN que sur la synthese des nucleotides. 
Autrement dit, la polymérase qui conduit des NTP et dNTP aux AN parait plus 
affectée par les rayons X que la biosynthése des nucleotides. 

Le fait que l’accroissement porte sur des nucléosides polyphosphates et qu'il se 
situe 4 une période assez ¢loignée de l’irradiation exclut la possibilité dun effet 
de lyse cellulaire. Les nucléotides issus des destructions des AN sous l’effet des 
rayons X sont des mononucléotides et l’accroissement de ces derniers ne se mani- 
feste pratiquement plus au délai de 24 hr (Cote et ELLs, 1957). 

Des constatations analogues aux n6tres ont été faites par d’autres auteurs dans 
des circonstances différentes mais un rapprochement quant 4a leur signification 
nous semble parfaitement justifie. 

BisHoPp et Davidson (1957) observent un accroissement de l'ensemble désoxy- 
ribosides et désoxyribonucléotides de l’'appendice et du thymus de lapin dans les 
premiéres heures qui suivent l’irradiation. Si dans ce cas il peut s’agir de produits 
de lyse, il n’en est pas de méme pour les résultats d’ORD et STOCKEN (1958), qui 
notent une accumulation de désoxyribonucléosides di- et triphosphates et de 
certains ribonucléosides triphosphates dans le thymus du rat apres exposition a 
1000 r de rayons X. D’autre part KANAZIR (1954 a et b) et Errera (1957) mettent 
en évidence une accumulation d’acide thymidylique, (GMP, dCMP et UDP, 
apres irradiation de Escherichia coli par des ultraviolets dont on connait le pouvoir 
mutageéne. 

Nous inspirant de l’idée trés féconde de BRACHET et CASPERSSON deécoulant de la 
constatation que les cellules riches en ARN sont également le si¢ge de syntheses 
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proteiques intenses, nous avons fait le rapprochement entre l'accroissement du 
pool des precurseurs de 'ADN sous I’effet des rayons X et ultraviolets et la 
fréquence des mutations que provoquent ces agents physiques mutagénes. 

Ajoutons que l’accumulation des précurseurs de l'ADN et de ARN améne 
également entre ceux-ci un rapport s’écartant notablement de la normale. Ceci 
ressort simplement du taux d’augmentation des nucléotides trés différent de l'un 
4 l'autre. Or nous pensons que le changement dans la repartition des nucléotides 
peut mener a des ARN et ADN anormaux, dans la période oi la biosynthése 
reprend d'une fagon explosive aprés la disparition de leffet du rayonnement, 
comme en temoignent les valeurs d’ARN et d’ADN trés supérieures a la normale 
21 jours aprés l'irradiation. 

Pour l'ARN, la question parait bien résolue puisqu’avec le systéme enzymatique 
decouvert par GRUNBERG-MANAGO ef al. (1955) on obtient des ARN différents 
suivant les nucleosides polyphosphates présents dans le milieu. Ainsi peut-on 
obtenir des polyméres adényliques uridyliques, adényliques cytidyliques, etc., 
suivant les cas 

En ce qui concerne l'ADN, les travaux de KORNBERG ef a/. (LEHMAN et al.. 1958) 
tendent 4 montrer que la constitution de l'ADN reste similaire a celle du primer 
méme si l'on fait varier les taux respectifs des précurseurs. Nous croyons toutefois 
qu'il est difficile avec les méthodes actuelles de dosages d’affirmer que la replication 
reste rigoureuse malgre le changement dans le poo/ des précurseurs. On trouve en 
effet des differences entre !ADN du primer et ! ADN “replique” du méme ordre 
que celles que l'on peut trouver entre deux mutants sans que I’on puisse dire sil 
s'agit ou non d'une erreur de dosage. D’autre part KORNBERG signale la production 
d'un polymére anormal en l'absence d’'ADN et méme peut-étre en présence 
d’ADN 


La perturbation des structures cellulaires 4 la suite des irradiations peut realiser 


une absence d’ADN dans un site cellulaire alors que les dNTP sont presents et 
permettre la production de polyméres anormaux 

Or ce polymere anormal peut se reproduire quand I'activité enzymatique 
reprend. De plus KORNBERG ef a/. (KORNBERG, 1959: ADLER ef a/., 1958) signalent 
la possibilite de fixation de désoxynucléotides en bout de chaine et incorporation 
dans fADN synthétisé d’UTP et d'ITP a la place de TTP et de GTP respective- 
ment. Enfin une expérience biologique nous parait trés significative dans optique 
de hypothése que nous avancgons. COUGHLIN et ADELBERG (1956) avaient constaté 
avec le mutant FE. coli 1S T~- H~ N* qu'il donne licu a des nombreux mutants quand 
il est transporte en phase de croissance exponentielle dun milieu contenant de 
la thymine sur un milieu sans thymine. Dans ce cas, il faut bien convenir que la 
carence en un precurseur est a l’origine de l'apparition des mutants. 

Mais dans l’analyse des causes de mutations aprés irradiation par les rayons X 
ou ultra violets, on ne peut tenir compte uniquement des précurseurs immédiats de 
l'ADN, les dNTP. Il faut également faire intervenir l'accumulation des precurseurs 
de 'ARN dont la conséquence peut se manifester de deux maniéres, soit par une 
production d’ARN anormaux qui influence la formation des enzymes intervenant 
dans la biosynthése de ADN, soit par les conversions des ribonucléotides et 
ribonucléosides en composés désoxy, soit par le remplacement partiel du TTP par 
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de UTP et du GTP par de ' ITP (KoRNBERG, 1959). On pourrait ainsi schématiser 
les possibilités de production des mutations (Fig. 9) en envisageant une voie de 
lésion directe de !ADN (voie 1) et une autre voie par trouble de la synthése 
d’ADN provenant soit de l’altération de l’enzyme soit surtout d’un rapport 
anormal entre les précurseurs. Dans ce cas interviennent en raison des inter- 


conversions les rapports anormaux entre les divers NTP et dNTP. 


Mutation 


Royons xX 

Royons ultro— violets ‘ 
> >lésion ADN > Primer modifié *>ADN modifié 
Agents chimiques 

mutagénes 


1TP— 
Métabolisme des ADN "primer" 
polysocchor ides modifié 


»>UTP 


uridine 
4 


wdCMP —— 


cytidine< 


“CMP—+CTP 
| | 


Métabolisme des < 
pho sphoatides 


dUTP TP—>— ropport — 
modi fie 


Enzyme 


Metabolisme 
énergeétique 


ATP 


odénosine 


Les expériences effectuées in vivo par DouDNEY et HAAs (1958) paraissent apporter 
une confirmation quant au réle des précurseurs des AN dans le déterminisme de la 


fréquence des mutations. En effet en enrichissant le milieu de culture en bases 


puriques et pyrimidiques avant Il’exposition aux ultraviolets, on augmente le 
nombre de mutations. Il est infiniment vraisemblable que l’apport supplémentaire 
de bases puriques et pyrimidiques doit son efficacité a l’enrichissement du pool des 
précurseurs d’ADN et d’ARN. A cet égard il est intéressant de noter que l’incuba- 
tion dans un milieu sans glucose aprés l’irradiation réduit considérablement le 
taux des mutations. Ceci peut s’expliquer par une baisse des phosphorylations 
oxydatives et des liaisons riches en énergie qui produisent le NTP et dNTP. 
Ajoutons encore que Doupney et Haas (1958) comme WILKINS (1956) ont 
observe que le blocage de la synthése des protéines réduit également le taux des 
mutations intervenant sans doute au stade de la biosynthése des protéines, 
enzymes nécessaires pour la synthése de l'ADN. Ceci est également en accord 
avec le schéma que nous avons tracé, le trouble de la biosynthése des ADN pouvant 


se situer soit au niveau des précurseurs, soit au niveau de l’enzyme. 

Les considérations que nous venons d’exposer ont l’avantage d’ouvrir la voie 
vers une hypothése que nous pensons vérifiable, concernant un mécanisme bio- 
chimique des mutations spontanées. On peut en effet concevoir que I’activation 
intense de certains métabolismes sous |’influence du milieu ou de divers facteurs 
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peut entrainer un appel de NTP ou méme de dNTP créant un déséquilibre parmi 
les precurseurs de [ARN et de TADN qui sont liés entre eux par de multiples 
reactions enzymatiques permettant de passer d'un nucléotide a un autre. Ainsi 
l'activation de la synthése de polysaccharides peut retirer du milieu de UTP en 
quantite plus ou moins considerable, celle des phosphatides du CTP et du dCTP 
Enfin les troubles du metabolisme énergéetique sont susceptibles de modifier la 


TABLEAU 2. PARALLELISME ENTRE LES VARIATIONS DU POOL DI 
GNTP er NTP ET LES MUTATIONS 


Variations des nucléosides 
triphosphates Enzyme Mutation 


certaine tres probable 


Rayons X 

Rayons ultraviolets (U.V.) 

V purines et pyrimidines* 
\ riboside* 

\ QiUCOSC 

\ acides amines* 
coli T~* 


Jacteriophage 


| 


* Doupney et Haas (1958) 
* COUGHLIN et ADELBERG (1956) 
19583) 


Hersuey ef al. (195) 
repartition des precurseurs par une carence dans la production de nucléosides 
polyphosphates. II est evident que le déséquilibre doit sans doute étre considérable 
et TADN produit pas trop éloigné de la normale sinon on serait en présence d’une 
mutation lethale. Cest dire que l'on peut prévoir la rareté de mutations spontanées 
ce qui est bien le cas. 

Notons enfin que dans une cellule la présence d’un virus avec son pool de 
precurseurs peut egalement influencer au terme de notre hypothése la constitution 
d’ADN de la cellule héte ce qui parait bien en accord avec la constatation de 
Hersuey ef al. (1952-1953). Ce qui vient d’étre exposé ne représente qu'une 
hypothese fondee d'une part sur le parallélisme entre le déséquilibre dans la 
repartition des precurseurs des AN sous l’effet d’agents physiques et la fréquence 
des mutations, d’autre part sur la connaissance des activités enzymatiques inter- 
venant dans la biosynthése des nucléotides et AN. Nous nous employons évidem- 


ment a ¢tayer cette hypothése avec des expériences en cours 


RESUME 


On constate gue le blocage de la biosynthése des AN de la rate et des cellules 
d'un héepatome ascitique sous l’effet des rayons X entraine un accroissement de 
nucleosides et desoxynucléosides triphosphates, alors que la synthése des nucléo- 
tides parait proche de la normale. Ceci semble montrer que l’inhibition se porte 
plus sur la polymerase qui produit l'AN a partir des précurseurs que sur la produc- 
tion de précurseurs eux-mémes. 
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D’autre part, compte tenu des constatations relevées dans la littérature. il 
s'avére que chez les bactéries, sous l'effet des rayons ultraviolets dont on connait 
l'effet mutagéne, il apparait également un accroissement des nucléosides poly- 


phosphates et que l’enrichissement du milieu avant l’irradiation par des bases 


puriques et pyrimidiques favorise les mutations. II ressort ainsi qu’il existe un 


paralléelisme entre l'action des rayonnements X et ultraviolets dont on connait le 


pouvoir mutagene et lenrichissement du milieu en NTP et dNTP sous l’effet des 


rayonnements. Cet enrichissement portant 4 des degrés divers sur les différents 


nucleotides crée un rapport anormal entre les précurseurs des AN. A la lumiére 


de nos connaissances actuelles ceci peut expliquer la production d’un ARN 


anormal. Est-il possible qu'il se produise dans ces conditions également un ADN 


modifié qui deviendrait le primer de replication d’ ADN modifié et par conséquent 


dune mutation? Ce probléme est discuté a la lumiére des travaux de KORNBERG 


in vitro et des constatations faites in vivo. L’éventualité qu'un déséquilibre entre 


les précurseurs directs puisse provoquer dans des conditions particuliéres la 


formation d'un ADN modifié parait pouvoir étre retenue et sera soumise au contréle 


experimental. L’interét de hypothése formulée réside aussi dans le fait qu’elle 


est susceptible d’expliquer la production de mutations spontanées sous l’effet de 


perturbations metaboliques. Celles-ci retirant un nombre plus ou moins considé- 


rable de nucléotides du poo/ commun peuvent entrainer un rapport anormal entre 


precurseurs et la synthése d'un ADN anormal. Une telle hypothése est également 


susceptible d’expliquer les modifications de ! ADN des cellules hétes sous l’effet du 


pool de précurseur du virus qui l’infecte. 
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ADDENDUM 

Il nous semble utile d’ajouter 4 l'exposé ci-dessus quelques données qui parais- 
sent en faveur de notre hypothése sur le mécanisme métabolique des mutations. 
J. Hurwitz (1959, J. Biol. Chem., 234, 2351) a pu isoler un enzyme de Escherichia 
coli permettant dincorporer le ribonucléotide de la cytidine dans une molécule 
d’ADN a condition que la quantité de CTP qui se trouve dans le milieu réactionnel 
soit trés supéricure a celle de dCTP. Il en ressort donc que la composition du 
milieu réactionnel peut conduire a une modification de la constitution de  ADN. 
D’autre part, A. L. Kocn (1956 .J. Biol. Chem. 219, 181) et A. L. Kocu et W. A. 
LaMont (1956, J. Biol. Chem. 219, 189) ont montré que les méthylpurines, telles 
caféine, théobromine, théophylline, qui ont une action mutagéne, ne sont pas 
incorporees dans [TADN, mais provoquent une inhibition des nucléosides pho- 
phorylases du ribose et du désoxyribose. Ce phénoméne influence évidemment le 
pool des précurseurs établissant une nouvelle relation entre la production des 
mutations et le pool des nucléotides acido-solubles. Ajoutons que selon E. A. GLAss 
et A. Novick (1959, J. Bacteriol. 77, 10) chez E. coli la mutagénicité causée par la 
caféine peut étre supprimée par addition d’adénosine. 

Enfin A. Novick et L. SziLarp (1950, Proc. Nat. Acad. Sci. Wash. 36, 708) ont 
trouve qu’en employant la chemostat avec une dose limite de lactate, le taux des 
mutations spontanées d'un mutant de E. co/i diminue. Dans ce cas apparait égale- 
ment linfluence du métabolisme du lactate nécéssitant la participation de nucléo- 
tides libres, sur le phénoméne de mutation. 


DISCUSSION 

A. Lovetess: The main objection which I have to Dr. MANDeL’s theory is the 
pragmatic one that it is impossible to test. | can think of only one system where it is 
possible to introduce a primer after radiation of the enzymic mechanism that is the 
one provided by phage infection. However, | am unaware of any evidence that 
phage, grown in cells previously X- or u.v.-irradiated or treated with mutagenic 
chemical agents, shows any increased tendency to mutate. 

R. VERCAUTEREN: Si on laisse de cété la question du primer le schéma convient 
également a l’explication des fluctuations de la teneur en ADN en fonction du 
metabolisme cellulaire. 

P. MANDEL: Je pense également que les variations de I"*ADN métabolique’’ 


qui serait celui qui varie avec le métabolisme cellulaire, se font selon le mécanisme 
que j'ai indiqué: appel du métabolisme a certaines nucléosides triphosphates des 
désoxynucleéosides triphosphates. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DES PROPRIETES 
ANTIGENIQUES DES DESOXYRIBONUCLEOPROTEINES 


R. ROBINEAUX* 


Centre de Recherches d'Immuno-Pathologie de |’Association Claude Bernard. 
Hopital Saint-Antoine, Paris 


Abstract—This paper has a twofold objective: First to determine the actual position 
of the researches carried out on animals on nuclear structures or on nuclear consti- 
tuants considered as antigens. Secondly, to re-examine, in comparison with this 
work, what we can learn from the study of certain serological and cytological 
phenomena which accompany the “Acute Dispersed Erythematous Lupus” (ADEL) 
It seems well established at present that this application involves a combination of 
immunological reactions in which the nuclei or the nuclear constituents act as 
antigens. As a matter of fact, the serum of patients contains the corresponding 
y-globulines which have the recognized characteristics of antibodies. As regards 
work on experimental immune serums one is struck by the paucity of researches and 
their incomplete character. This work should be taken up again making use of the 
precise immunological techniques which have in the meantime become available 
Nevertheless, it appears that antibodies directed against DNA or nuclei have in 
fact been obtained experimentally. Such experiments are, however, difficult and 
the antigen property of the nuclear structure appears to be feeble. 

As regards ADEL, it is interesting to stress the following facts: (a) the very progress 
of the Lupus phenomenon, which follows a well-defined course during which the 
nuclear lysis has a characteristic appearance which seems to condition the overall 
disturbance ; (b) the attachment of one or several complement-fixing substances to the 
nuclei destined to become the seat of the Lupus phenomenon and the specific opsonin- 
character of these substances: (c) the specific precipitate obtained when DNA and 
ADEL-serum are mixed; (d) the role of deoxyribonuclease, which can inhibit the 
attachment of antibodies on the treated nuclei and which enables the extraction of an 
active principle from the specific precipitate DNA-serum ADEL,; (e) the multiplicity 
of antibodies activity as anti-nuclei and differing from anti-DNA types which are found 
in the serum of patients suffering from ADEL; (f) the fact that contrary to experi- 
mental immune serums, the ADEL-serums react with DNA of very varied origin. 

The antigen property of nuclear structures, chemically well-defined, is highly 
probable, considered from a pathological view point for man or experimentally 
in the case of animals. Much more work will, however, be required before the 
phenomenon will be completely known and understood. 

The comparison of immune serums, whether obtained pathologically or experi- 
mentally, show discrepancies which at present cannot be explained. 


It Est difficile de donner une idée de cette importante question dont, nous le 

verrons, les incidences en pathologie humaine sont immenses et d’une grande 

actualité. Pour y parvenir, en raison méme de cette complexité et aussi du caractére 

parcellaire et controversé des expériences acquises, nous ferons un exposé chronolo- 

gique des faits. Il aura inévitablement un caractére de revue générale dans laquelle 
* Avec la collaboration de J. Pinet et J. Vorsin. 
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nous introduirons notre expérience personnelle. Dans une discussion synthétique 
qui terminera notre expose, nous degagerons les arguments pour ou contre cette 
question fondamentale: “les acides désoxyribonucléiques (ADN), les désoxy- 
ribonucléoproteines sont-ils ou non antigéniques ?” 

C’est en 1938 que SevAG, LACKMAN et SMOLENS établissent que les acides 
nucleiques ont une réactivité sérologique (SEVAG ef al., 1938). La méme année. 
MENZEL et HEIDELBERGER (1938) mentionnent une précipitation de “l’acide 
nucleique” de bacilles acido-résistants avec le sérum homologue. Les bacilles 
provenaient de plusieurs souches (Mycobacterium phlei, bacilles humains, bovins 
Ou aviaires), les anti-serums furent préparés chez le lapin ou le cheval avec des 
bacilles entiers ou des fractions déterminées, isolées de ces bacilles. Dans leur 
discussion, ces auteurs ne purent ¢liminer une réaction due a la présence d’impuretés, 
peut-ctre un hydrate de carbone, réagissant avec l’anticarbohydrate de l’immun- 
serum correspondant. 

L’annee suivante, HEIDELBERGER et ScHERP (1939) obtiennent des résultats 
comparables avec des streptocoques. Ils firent les mémes réserves. WINKEN- 
WERDER ef a/. (1939) rapportent des réactions de sensibilisation cutanée avec les 
acides nucleiques et des produits de degradation de ces acides chez des personnes 
sensibilisees au pollen de légumineuses. PENNELL (1939) épuise des sérums speci- 
fiques de brucellose avec des acides nucléiques extraits de Brucella 

LACKMAN ef al. (1941) étudient de fagon approfondie la réactivité d’acides 
nucleiques de provenances trés variées: streptocoques entiers, virus de la mosaique 


du tabac, bacilles tuberculeux, spermatozoides de taureau, avec des immunsérums 
de lapin ou de cheval, anti-streptococciques ou pneumococciques. Ils établissent 
les point suivants: (a) les acides nucléiques donnent un précipité spécifique avec 
certams antiscrums, en particulier les antisérums de cheval anti-pneumococciques; 
(b) la substance serique réagissante est dans la fraction euglobinique; (c) la 
reaction est fonction de la force ionique de la solution saline utilisée et dépend, 
pour une force ionique donnée, de la qualité des ions en présence; (d) la réaction 
est inhibee specifiquement par les nucléotides, les nucléosides et les bases puriques. 
Les bases pyrimidiques montrent seulement une inhibition faible et les pentoses 
et phosphates ne sont pas inhibiteurs 

Ces auteurs paraissent avoir éliminé, par des absorptions spécifiques, |’inter- 
vention possible d'un anticorps antihydrate de carbone. Ils concluent que ces 
precipitations se produisent pendant l’immunisation spécifique mais ne peuvent 
affirmer qu’elles correspondent 4 une réponse immunitaire directe aux antigénes 
nucleoproteiques des pneumocoques. 

C'est lincertitude de ces résultats qui amenérent BLIx ef a/. (1954) a reprendre 
10 ans plus tard cette question de l'activité antigénique des ADN et de leur spéci- 
ficite scrologique. Ils sont partis de sources variées, essentiellement thymus de 
veau, mats aussi laitances de hareng, germes d’avoine, rate de boeuf, sarcome de 
sourts, Mycobacterium phlei et tuberculosi. Us ont employé, comme techniques 
immunologiques didentification des anticorps, les tests de précipitation (épreuve 
du disque ou ring fest), la fixation du complément, les méthodes d’anaphylaxie 
active et passive. En fait, leur travail repose sur une seule technique immunolo- 
gique: la fixation du complément 
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Tous les acides nucléiques ont pu donner lieu chez les lapins immunisés A la 
production d’immunsérums fixant le complément quand ils étaient testés contre le 
matériel homologue. Les titres les plus élevés furent obtenus avec l’ADN de thymus 
de veau. Quand les antisérums préparés avec différents ADN ont été testés contre 
d'autres ADN que l’ADN sensibilisant, ils n’ont pratiquement pas donné de 
reaction. L’absence de réaction croisée tend 4 montrer que la spécificité dépend du 
tissu d’origine de l'acide nucléique. Les antisérums anti-ADN ont réagi avec la 
nucléoprotéine d’ol l’acide nucléique sensibilisant avait été extrait et. de facgon 
plus irréguli¢re, avec histone homologue. 

Toutes les nucléoprotéines ont donné des immunsérums actifs et surtout les 
nucleoprotéines de thymus, mais a des titres nettement plus faibles que les immun- 
serums de l’acide nucléique homologue. Ces sérums anti-nucléoprotéines ont 
donne des réactions positives avec I'ADN et plus faiblement lhistone 
homologue. 

Aucune histone, sauf une provenant d'une préparation impure, n’a donné lieu 
a la formation d’anticorps chez les animaux sensibilisés. Nous avons vu que 
histone réagissait avec les sérums anti-ADN et antinucléoprotéine homologue. 

On trouve encore dans ce travail quelques indications sur l’action des alcalis 
faibles, de la désoxyribonucléase et des ultra-sons qui font perdre a la molécule 
d°ADN son antigéniciteé. 

Dans l'ensemble, c’est donc 1 ADN purifié qui s’est révélé comme le meilleur et 
le plus constant des antigénes. Comme l’ont discuté BLIx et al. (1954), le fait que 
histone, non antigénique elle-méme, réagisse avec les immunsérums anti-ADN et 
antinucleoprotéine, est un obstacle a la spécificité antigénique de l' ADN et des 
nucleoprotéines. La présence de faibles quantités d’acide nucléique comme 
impurete dans les préparations d*histone pourrait expliquer cette réactivité. 

Quelques tentatives plus récentes ont été faites dans la méme voie. POLL et 
CELADA (1958) ont essayé d’immuniser des lapins avec de l'ADN de leucocytes 
leucemiques, mais les conditions dans lesquelles ils ont observé des réactions de 
precipitation interdisent toute conclusion (SELIGMANN, 1958). Ce dernier auteur 
s'est efforce de deétecter un anticorps anti-ADN chez des lapins immunisés avec des 
leucocytes ou des extraits leucocytaires contenant de l’ADN: les réactions de 
precipitation et de fixation du complément ont été constamment négatives. Enfin, 
LAWLIS (1958) vient de montrer que des érythrocytes formolés exposés préalable- 
ment 4 de PADN purifié sont agglutinés spécifiquement par un immunsérum anti- 
nucléoproteine. Ainsi sont résumées les expériences d’immunisation faites directe- 
ment avec des ADN, des nucléoprotéines ou des mélanges complexes contenant 
ADN ou nucléoproteéines. 

I] est maintenant opportun de rapporter toutes les expériences qui, du domaine 
de la pathologie humaine, ont posé d’un autre point de vue, le méme probléme 
en y apportant des réponses d’une valeur indiscutable. 

HARGRAVES ef a/. (1948) décrivent dans une maladie humaine mystérieuse et 
mortelle, le “Lupus Erythémateux Aigu Disséminé” (L.E.A.D.) des cellules parti- 
culi¢res dites L.£. cells. Ces cellules particuliéres sont des phagocytes contenant 
une masse homogene en plus de leur propre noyau. Elles nécessitent pour se 
produire: (a) du sérum de malade atteint de L.E.A.D.; (b) des noyaux cellulaires 
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réactifs, le plus souvent lymphocytaires et granulocytaires, qui seront prealable- 
ment lyses par le sérum pathologique ; (c) des cellules phagocytantes, polynucléaires 
ou monocytes, 4 chimiotactisme positif pour les noyaux lysés 

Ces L.E. cells sont liées 4 la présence dans le plasma du facteur globulinique 
decrit par Haserik (1950) découvert dans la fraction Il de Conn, et migrant par 
electrophorése avec les ; -globulines 

La masse homogéne contenue dans cette cellule est d'origine nucléaire, elle 
donne une réaction de Feulgen positive. Fait notable et sur lequel nous reviendrons, 
cette masse ne prend pas le vert de méthyle. Ce fait est 4 l’origine de conclusions 
erronees sur de dépolymeérisation de ADN deces masses nucléaires(K LEMPERER 
et al., 1950) et d'une théorie enzymatique de leur formation (KURNICK et al., 1952a: 
KURNICK ef al., 1952b; KuRNICK, 1953) controuvée depuis par un ensemble de 
preuves convergentes (GODMAN et Detrcu 1957; Ripkinp et GODMAN, 1957). 

Il faut rattacher aux L.E. cells des formations dites “rosettes” qui sont trouvées 
dans les mémes conditions et sont constituées par des couronnes de polynucléaires 
entourant la masse homogéne Feulgen positive 

La découverte de cette masse phagocytée d'origine nucléaire, le fait que le facteur 
serique responsable etait apparenté aux y-globulines, devaient orienter les 
recherches sur la formation de cette cellule sur des bases immunologiques 

Plusicurs auteurs frappés, dés 1952, par le caractére fondamental de la nucléolyse 
(MARMONT, 1952; GoLp, 1952) ont avancé, d’un point de vue purement spéculatit 
ou sur des bases expérimentales fragiles (CAPELLI, 1952) hypothése d’une sensi- 
bilisation de l'organisme malade a ses propres substances nucléaires, faisant du 
L.E.A.D. une maladie par auto-immunisation 

En fait, ce sont les travaux de Miescuer (1953) qui ont, les premiers, le plus 
solidement contribué 4 la démonstration de cette thése. Il utilise, en place de 
serums L.E.A.D., des heétérosé¢rums anti-thymus et anti-rate et observe sur des 
leucocytes des formations “‘ressemblant” au phénoméne L.E. mais dans lesquelles 
les alterations cytoplasmiques sont plus marquées que les altérations nucléaires 
Avec FAUCONNET et BERAUD, il isole des noyaux cellulaires qu'il emploie comme 
antigene sensibilisant; les antisérums obtenus provoquent in vitro sur des leucocytes 
humains des alterations nucléaires massives et la formation d'images superposables 
a la cellule L.E. (Mtescuer et a/., 1953). 

Il précise encore ses observations un peu plus tard (MIESCHER et FAUCONNET, 
1954b) en comparant les effets des antis¢rums préparés a partir de trois constituants 
antigeniques du leucocyte: le cytoplasme, les nucléoprotéines, les résidus nucléaires 
apres extraction des nucléoproteines. Il conclut que 


(a) Le cytoplasme du leucocyte polynucléaire posséde un pouvoir antigénique 


propre qui donne a cette cellule la speécificite antigénique de leucocyte poly- 


nucleaire (lesions cytoplasmiques, pouvoir leuco-agglutinant). 

(b) Les nucleoproteéines ont un pouvoir antigénique spécifique. L’antisérum cor- 
respondant provoque des atteintes nucléaires se traduisant par une perte d’affinité 
pour les colorants basiques et un effacement du réseau de chromatine. On peut 
observer, mais semble-t-il difficilement, des images de phagocytose de substance 
nucleaire lys¢e aboutissant a des cellules proches des cellules L.E. 
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PLANCHE |. ETUDE DE LA LYSE NUCLEAIRE AU COURS DU PHENOMENE Lt 


(Leucocytes leucémiques humains morts) 


G. |. Leucocytes en suspension 
2. Contraction non spécifique au moment ou on ajoute le sérum L.E.A.D 
3. Premiere apparition de la lyse 


1G. 4. Cette lyse est provisoirement reversible 


5 et 6. Developpement ct extension de la lyse nucléaire définitive 
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(c) Le résidu nucléaire sans nucléoprotéines n'est que trés peu antigénique 
(antigenicité peut-étre due 4 des contaminants). 

(d) Les leucocytes entiers donnent des antisérums a double action. cytoplasmique 
et nucléaire, la premiére étant prédominante. 

Les nucléoprotéines seraient donc responsables de l'antigénicité du noyau 
Cette spécificité antigénique du noyau leucocytaire ne serait pas une spécificitée 
leucocytaire, car elle se rencontre dans d'autres noyaux cellulaires. En rapprochant 
ces résultats des faits cliniques, il écrit qu'il existerait en clinique des anticorps se 
comportant comme des anticorps cytoplasmiques (iso-anticorps post-trans- 
fusionnels et auto-anticorps leucopéniants) et des auto-anticorps nucléaires 
agissant dans le L.E.A.D. et provoquant le phénoméne L.E.: le leucocyte n'y 
serait pas atteint a cause de sa spécificité mais en tant que porteur d’un noyau 

MiESCHER et FAUCONNET (1954d) montrent que le facteur responsable du 
phenoméne L.E. peut étre absorbé par des noyaux cellulaires isolés et pensent que 
cest la un argument en faveur du caractére d’anticorps anti-noyaux de ce facteur. 
sans qu’ils puissent exclure la possibilité que ce facteur soit un enzyme perdant son 
activite apres action sur des noyaux. Cette restriction parait levée quand MIESCHER 
(1955) démontre que la substance fixée par les noyaux est une y-globuline, puisque 
des noyaux cellulaires isolés incubés avec du sérum contenant le facteur L.E 
consomment des anticorps anti-globuliniques 

Dans le méme temps nous nous sommes propose d’apporter sur des bases 
morphologiques directes la preuve du caractére d’anticorps anti-noyau du facteur 
serique responsable de la cellule L.E. C'est ainsi que nous avons pu montrer dans 
notre premiere publication (ROBINEAUX, 1956) que le mécanisme de formation de 
la cellule L.E. n’avait rien de commun avec ce que l’on savait de l’action cytotoxique 
des s¢rums anti-leucocytaires. En effet de nombreux travaux affirmaient que le 
phenoméne de base dans la formation de la cellule L.E. était une autolyse mélangée, 
nucléocytoplasmique, et que les sérums anti-leucocytaires pouvaient donner lieu 
4 des images semblables a la cellule L.E. (DAMESHEK et BLOoM 1950: Zimi RMAN 
et al. 1953; Bessis et Tasuis 1954; Moore et al. 1956). C’était aussi le sens des 
premicres constatations de Capeiti (1952) et de MIESCHER (1953) faites avec des 
sérums anti-rate ou anti-thymus. 

Seuls Fincu er al. (1953) notérent que les polynucléaires étaient phagocytés 
intacts et détruits ensuite, dans le cas des hétérosérums anti-leucocytaires alors 
que la lyse nucléaire est l’élément préliminaire dans le phénoméne L.E. Ce dernier 
point fondamental avait d’ailleurs été bien vu par REBUCK et BERGMAN (1950) qui 
éetudiant le déroulement du phénoméne sur la peau de volontaires humains normaux 
decrivirent des lésions cytoplasmiques non specifiques suivies par un gonflement 
et une homogénéisation des noyaux; ceux-ci, libérés, étaient ensuite phagocytés 
pour donner des cellules L.E. De leur cété, Moyer et FisHer (1950). ROHN et 
BoNnD (1953), utilisant les colorations vitales, avaient eu l'idée de suivre a letat 
vivant, in vitro, la dynamique de la formation de la cellule L.E., malheureusement 
dans de mauvaises conditions optiques, comme en témoigne le film de ROHN et 
BOND que nous avons eu l’occasion d’étudier en détail. Des conclusions importantes 
en ont pourtant été déduites sur le caractére préalable de la lyse nucléaire, montrant 


Le 
960 
: 


212 R. 


que la phagocytose ne s’effectuait qu’aprés cette lyse et une dissolution partielle 
du cytoplasme 

C'est cette technique dynamique d’étude du phénoméne L.E. sur cellules vivantes 
par la microcinematographie a l'accéléré que nous avons utilisée mais en la couplant 
a la microscopic de phase pour travailler dans les meilleures conditions optiques 
possibles. Elle nous a permis nos premiéres conclusions que nous avons largement 
completees par la suite par d'autres enregistrements et en procédant a l’analyse 
image par image de toutes nos séquences filmées. L’ensemble de nos résultats a 
fait l'objet de plusieurs publications récentes (ROBINEAUX, 1958a. b: ROBINEAUX 
et Voisin, 1959), auxquelles nous renvoyons pour tous les détails techniques et 
liconographie trés abondante, et dont nous extrayons I’essentiel. 

Lorsqu’on ajoute un peu du sérum d'un malade atteint de L.E.A.D Aa des 
leucocytes, on observe une lyse nucléaire, la formation d'images en rosettes et la 
formation de cellules L.E. 


Etude de la lyse nucléaire (Planche 1) 

C'est un phenomeéne rapide qui survient en quelques secondes a quelques minutes. 
Les resultats les plus évidents ont été obtenus en ajoutant. en cours d’ observation. 
du serum L.E. a des leucocytes altérés provenant d’individus normaux ou leu- 
cemiques. Au moment de l’addition du sérum, on observe, dans tous les cas. une 
contraction breve du cytoplasme et du noyau. Cette contraction des cellules n’est 
pas specifique; elle se produit aussi en présence de sérum normal. Seule donc. la 
lyse nucleaire est 4 considérer comme phénoméne spécifique au cours duquel le 
reseau de chromatine s’efface progressivement dans le noyau qui devient homogéne 
et augmente de volume. L*homogénéisation du noyau peut se faire de facon con- 
tinue, Ou bien en deux temps, avec un bref retour 4 une structure chromatinienne 
normale, suivie d'une homogén¢éisation définitive. Ce phénoméne de réversibilité 
transitoire a ete observe sur des polynucléaires aussi bien que sur des lymphocytes.* 

Quand le serum test est ajouté 4 des leucocytes vivants, on peut observer une 
lyse progressive des noyaux dans des cellules qui montrent des signes d’altération, 
mais sont encore vivantes (bubbling important suivi d’une solation anormale du 
cytoplasme puis d'une gélification). 

Nous avons aussi noté au cours de la formation de la rosette. que des leucocytes, 
en parfait etat de vitalité puisqu’ils participent activement a la constitution de cet 
element, peuvent étre brusquement atteints par le facteur lytique. On observe alors 
une homogencisation progressive du noyau avec une perte de la structure chroma- 
tinmienne normale. Il nous semble possible d’aflirmer par conséquent qu'il existe 
une relation entre la rapidité de la lyse nucléaire et la vitalité de la cellule: plus la 
cellule est altérée, plus la lyse survient rapidement. 

Il est facile de trouver sur les préparations, au bout de 15-30 min. de nombreux 
noyaux lysés encore entourés de cytoplasme complétement ou incompletement. 

Plusieurs faits importants doivent étre soulignés. Alors que quelques noyaux 
lysés de polynucléaires peuvent conserver leur lobulation. plus souvent les lobes 
gonflent et fusionnent. Des noyaux lysés non accompagneés de cytoplasme peuvent 


* Ce sont la des faits inédits que nous apportons sans les discuter. Ils doivent faire l'objet 
d'autres recherches 
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étre rencontrés, ils sont le plus souvent d’origine lymphocytaire. L’augmentation de 
taille des noyaux lysés est un phénoméne fondamental. Cette lyse doit étre d'un 
type spécial puisqu’elle est suivie de phagocytose. L’augmentation du volume 
nucléaire est ordinairement de l’ordre de trois a quatre fois le volume initial mais 
peut étre plus importante. 

Outre les phénoménes nucléaires qui dominent le tableau, on observe certains 
changements cytoplasmiques. La microcinématographie a l’accéléré facilite 
l'étude de ces phénoménes qui sont difficiles a observer directement. La cellule, 
au contact du sérum lupique, montre des signes d’altération. La péripherie de la 
cellule montre un bubbling violent; celui-ci s’arréte et les granulations cyto- 
plasmiques sont animées de mouvements browniens témoignant d'une solation 
du hyaloplasma. Finalement une geélification rapide du cytoplasme se produit et 
les granulations groupées dans la région périnucléaire s'immobilisent. En méme 
temps une phase liquide limitée par une membrane fine exsude a la péripherie de la 
cellule. Plus tard encore, cette fine membrane disparait et le contenu liquide se 
disperse, la formation granuleuse persistant seule au contact du noyau. Il faut 
noter que l’accroissement de volume du noyau entraine frequemment la rupture 
de la bande cytoplasmique qui l’entoure. Il fait alors hernie a l’extérieur et se 
trouve en contact direct avec le milieu. Nous verrons plus loin importance de ce 
phénomene. 

Il est difficile de déterminer lesquelles des modifications nucléaires ou cyto- 
plasmiques se produisent les premiéres. Le plus souvent, les lésions du noyau et du 
cytoplasme apparaissent simultanément et évoluent parallelement. En tous cas, 
des modifications importantes peuvent encore survenir dans le noyau a un moment 
oll ne se produisent plus de changements dans le cytoplasme. 


Etude de la formation des rosettes (Planche 11) 

Les rosettes représentent un phénoméne actif. Elles sont le résultat d’un chimio- 
tactisme positif des polynucléaires 4 l’égard des noyaux lysés. Le film montre que 
le mouvement des polynucléaires est orienté. Ce phénoméne est morphologique- 
ment comparable 4 celui qu’on voit quand une suspension de polynucleaires 
vivants en sérum frais est placée sur une lame a laquelle on a préalablement fixe 
des grains d’amidon de pomme de terre: ce phénomene a été étudi¢ par DELAUNAY 
et Pacis (1946), par Ropineaux (1950) et par NELSON et LEBRUN (1956). Ces 
derniers ont démontré que l’amidon n'est pas dénué de propriétés antigeniques 
et que le complément et un anticorps spécifique sont tous deux nécessaires pour sa 
phagocytose. Puisqu’il y a une similitude morphologique évidente entre la forma- 
tion des rosettes et l'adhérence des polynucléaires aux particules d’amidon de 
grande taille (préparées 4 partir de la pomme de terre), on peut logiquement 


penser que l’analogie étroite notée dans le chimiotactisme 4 l’égard des grains 
d’amidon et des corps L.E. suggére un mécanisme de méme ordre immuno- 


logique. 

La formation des rosettes est relativement lente, demandant de 10 min a | hr. 
Elle dépend de la vitalité des leucocytes et de leur nombre dans la partie de la 
préparation ou se trouvent les noyaux lysés. La lyse est une condition neécessaire 
mais non suffisante pour la formation des rosettes. Il est essentiel que les noyaux 
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lysés soient en contact direct avec le milieu en d’autres termes que le cytoplasme 
ait ete rompu. Un noyau complétement entouré de cytoplasme ne donne jamais 
lieu a la formation d'une rosette. 


En décrivant la lyse nucléaire, nous avons mentionné une augmentation de 
volume du noyau. Ceci semble survenir a l’intérieur de la membrane nucléaire. 
En outre quand des polynucléaires vivants mobiles rencontrent un noyau lysé, il 


se produit souvent une rupture du noyau, immédiatement suivie par l’extrusion de 


la substance nucléaire. Dans chacun des cas observés, cette rupture, mécanique en 
apparence, fut suivie par la formation trés rapide d’une rosette, de nombreux 
polynucleaires arrivant en succession rapide pour entourer le noyau rompu. 


L*homogeneisation du noyau n’a pas besoin d’étre totale au moment oi le 


phenomeéne commence. Enfin, les fragments cytoplasmiques adhérents au noyau 


lyse sont rejetes et ne sont pas inclus dans la rosette. Dans les sequences a l’accéléré, 


Lyse nucléaire et formation des rosettes 


SCHEMA 


on peut facilement reconnaitre ces fragments morts qui sont finalement complete- 
ment detaches du noyau lysé. Leur immobilité fait contraste avec les mouvements 


vifs des cellules voisines vivantes. Cependant, ils peuvent quelquefois étre inclus 


dans la rosette quand ils sont petits et quand les phagocytes s’attachant au noyau 


les debordent de part et d’autre 


Etude de la formation des cellules L.E. ( Planche IIT) 
La cellule L.E. peut étre formée de différentes fagons. Un polynucléaire vivant 


peut phagocyter un noyau lysé de lymphocyte. En général ces noyaux ont perdu la 


mince couronne de cytoplasme qui, normalement, les entoure, et sont libres dans 


le milieu. Le mécanisme de phagocytose est simple, entiérement comparable a 


celui qu’on voit au cours de la phagocytose bactérienne dont nous avons fait 
anterieurement letude dynamique (FREDERIC et 1951: ROBINEAUX. 
1954). En ce qui concerne les noyaux lysés de polynucléaires, le phénoméne est 
plus complexe. Le phagocyte peut englober un noyau entier dont les lobes ont 
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PLANCHE II1. COMPARAISON DES RESULTATS TROUVES: AVEC UN SERUM L.E.A.D. (FIG. 1, 


ET UN ELUAT OBTENU A PARTIR DU PRECIPITE SPECIFIOQUE SERUM L.E.A.D ADN (FI 4,5 61 


Noter la similitude parfaite dans le deroulement du phenomeéne sur les deux sequences. Noter 


aussi le rejet du cytoplasme (C) sur les fig. 1, 2, 3, et Fabandon du cytoplasme (C) sur les fig. 4, 5, 6 


facing page 214 


: 
ie 
4 
| 


2a 
4 
7 
Jo! 
i 
| 
4 
ey, 
a 
4 
ae 


Contribution a l'étude des propriétés antigéniques des désoxyribonucléoprotéines 215 


fusionné. A l’opposé, la phagocytose peut concerner un lobe unique quand les 
lobes n’ont pas fusionné. Cependant, c’est l'étude de la phagocytose des noyaux 
homogeneisés qui sont encore incomplétement entourés de cytoplasme, qui nous 
a fourni nos observations les plus intéressantes. Sur le dessin ci-dessous. la suite 
des évéenements est indiquée: 

On y schematise l’extraction du noyau du leucocyte par le phagocyte dont les 
voiles hyaloplasmiques pénétrent a l’intérieur de la cellule altérée. Le cytoplasme 
reste en dehors du phagocyte et n'est pas absorbé. Ce phénoméne est absolument 
constant. 


j J 


Lyse nucléaire et formation de la cellule L.E. 
SCHEMA II 

Ainsi donc, nous devons retenir plusieurs points trés importants au cours de 
‘action de ces sérums 

(a) Le caractére fondamental de la lyse nucléaire suivie d’une augmentation de 
volume considérable du noyau, et de variation de densité optique relative. 

(b) La formation des rosettes, assimilable 4 un chimiotactisme positif et non 4 
une simple agglutination. 

(c) La dissection du noyau, la séparation et le rejet du cytoplasme, et la phago- 
cytose elective du noyau homogéne 

Toutes ces observations dynamiques sont en faveur de la conception immunolo- 
gique d’un antigéne nucléaire comme substrat dans le phénoméne L.E. 

Certains de nos résultats devaient étre confirmés par des observations de 
RIFKIND et GODMAN (1957) en ce qui concerne les modifications de volume des 
noyaux et completees en microscopie interférométrique; ils ont montré par cette 
méthode l’augmentation de poids sec des noyaux des cellules traitées sous l’influence 
de protéines étrangéres, détectées par méthodes histochimiques par GODMAN et 
DeitcuH (1957b). D’autres expériences doivent étre relatées, confirmant le carac- 
tere anti-nucléaire du facteur 

L'utilisation des anticorps marqués par la fluorescéine a permis 4 MELLORS 
et al., & VAZQUEZ et Dixon (1957), de montrer que la rate et le rein des malades 
attemts de L.E.A.D. ainsi que les cellules L.E. contenaient de fortes quantités de 
y-globulines. Des constatations analogues ont été faites par HoOLBoROW et a/ 
(1957), par Friou (1957), par Friou et al. (1958) avec une technique indirecte sur 
des tissus normaux traités par le sérum L.E. 
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Dans le méme temps, HOLMAN et KUNKEL (1957) suggérent que le facteur L.E 
a une affinite pour les nucléoprotéines et que l'ADN joue peut-étre un réle dans 
cette liaison. Ils obtiennent une phagocytose intense de noyaux cellulaires isolés. 
exposes au scrum L.E. puis lavés. Ils ont pu éluer de ces noyaux une y-globuline 
et constater une diminution importante de la phagocytose de ces noyaux apres 
elution. Ils réussissent l'absorption du facteur L.E. sur des nucleoproteéines extraites 
de ces noyaux et obtiennent des images de phagocytose de ces nucleoprotéines. Le 
traitement prealable de ces nucléoprotéines par la désoxyribonucléase supprime 
l'absorption du facteur L.E. et met en évidence un réle possible de l ADN. Ainsi le 
probleme se circonscrit et MIESCHER et STRAESSLE (1957) proposent pour la detection 
du facteur L.E., une réaction d’agglutination des erythrocytes de mouton préa- 
lablement traités 4 l'acide tannique et recouverts avec de “‘la nucleoprotéine™ 
ou avec de l'acide désoxyribonucléique. Une technique identique fut preconisée 
par GOODMAN et Bowser (1958). Cette technique, remplie de difficultés, fut 
remplacee peu aprés par une fixation sur latex (MIESCHER et STRAESSLE. 1959 
CHRISTIAN ef al., 1958) 

C'est également en 1957 que SELIGMANN (1957a, b) entreprend l'étude immuno- 
chimique des sérums L.E. par ring-tests, technique d’Ouchterlony et immuno- 
clectrophorese selon GRABAR et WILLIAMS. Des sérums L.E. mis en presence 
d’extraits leucocytaires préparés par les ultra-sons, donnent lieu a la formation 
de preécipitées. SELIGMANN identifie dans les extraits leucocytaires un des composants 
reacuionnels sous forme d’ADN et montre que des sérums L.E. mis en presence 
de provenance multiple donnent des précipitations comparables. I! 
sefforce de comprendre la nature de la substance sérique responsable, anticorps 
ou histone, et identifie avec nous les rapports entre cette substance et le facteur 
L.E. Vingt-quatre sur trente-sept des sérums L.E. qu'il a étudiés ont donné une 
precipitation avec TADN. La substance qui précipite nest pas une histone et 
possede les propri¢tés d'un anticorps: 

(a) Elle fixe le complément en présence d’'ADN (SELIGMANN et MILGROM 
1957). 

(b) Comme I’'a montré Ovary (1959), elle donne licu a des réactions d’anaphy- 
laxie cutanée passive chez le cobaye: on observe l’apparition de taches colorées au 
point d’injection intra-dermique du sérum L.E.A.D. apres injection intra-veineuse 
d'un melange ADN-bleu d’Evans 

(c) Elle possede la spécificité antigénique des y-globulines. D’une part elle 
precipite avec un hetéeroscrum anti-y-globulines humaines, montrant qu'il s’agit 
bien d'une y-globuline, d’autre part le précipité specifique qu'elle donne en présence 
d’ADN peut étre dissoci¢é par la désoxyribonucléase ou les solutions salines con- 
centrees. La substance éluée de ce precipite specifique a tous les caractéres d'une 
y-globuline 

La precipitation s'est bien faite avec l' ADN et non avec une impurete contami- 
nante, car les anticorps précipitants sont épuisés par de faibles quantités d’ADN 
on retrouve tout !ADN dans le précipité dans la zone d’excés d’anticorps: la 
reaction devient négative aprés action de la désoxyribonucléase et reste positive 


apres T'action de la trypsine Point important sur lequel nous reviendrons, la 


reaction est positive avec des ADN de provenance trés variée: thymus de veau, 
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bactériophage, pneumocoque, leucocytes humains, érythrocytes de coq et de 
canard, sperme de truite, et il ne s’agit pas de réactions croisées car la réaction avec 
un ADN déterminé devient négative, aprés épuisement des sérums par une quel- 
conque des autres préparations d’ADN. De plus, par la technique d’OUCHTERLONY, 
la réaction entre ces différents ADN et le sérum L.E.A.D. donne des lignes de 
précipitation qui sont en continuité parfaite. 

La méme année, des conclusions analogues sur la presence d’un facteur sérique 
precipitant avec l'ADN et fixant le complément ont été apportees par ROBBINS 
et al. (1957); Ceppeiini et al. (1957); PEARSON et al. (1958), 

Cependant, les conclusions de Rossins et a/. (1957) vont ouvrir une controverse 
ces auteurs montrent que les noyaux, la nucléoprotéine de thymus de veau, I"histone 
correspondante et des ADN isolés de thymus, de sperme de saumon, de leucocytes 
humains et de pneumocoques, fixent inégalement le complément en presence de 
serums L.E. Ils observent, en particulier, que la fixation est la plus forte et a des 
litres approximativement paralléles, avec les noyaux et les ADN; cependant ils 
ont observe une réaction dissociée, positive avec les noyaux, négative avec l' ADN 
qui les améne a concevoir I’existence de deux facteurs distincts chez les malades 
atteints de L.E.A.D.: le facteur L.E. serait responsable de la fixation du complement 
avec les noyaux, et serait différent du facteur fixant le complément avec l’ADN. 

Nous reviendrons sur ces conclusions aprés avoir résumé les faits qui nous ont 
amenes a retrouver l’activité L.E. dans le facteur précipitant avec l' ADN. 

SELIGMANN (1958) a montré qu'on pouvait éluer une y-globuline du precipite 
specifique serum L.E.-ADN. Nous avons avec lui (SELIGMANN et ROBINEAUX, 1958) 
etudié les propriétés cellulaires de cette y-globuline dans des conditions analogues 
a celles qui nous ont permis d’élucider le mécanisme intime de formation de la 
cellule L.E. Lorsqu’on ajoute 4 des leucocytes vivants, en présence de sérum frais. 
eluat obtenu aprés traitement du précipité sérum L.E.-ADN par la désoxy- 
ribonucléase ou le NaCl 2 M, on observe les faits suivants: 

(a) Production d’une lyse nucléaire importante de caractére extensif, suivie d’une 
rupture du cytoplasme qui reste le plus souvent attaché au noyau. 

(b) Présence d’un chimiotactisme positif des leucocytes normaux pour les masses 
lysées, aboutissant a la constitution d’images en rosettes. 

(c) Phagocytose élective de tout ou partie des masses nucléaires lysées, aboutissant 
a la formation de cellules de Hargraves: le polynucléaire qui phagocyte abandonne 
les restes cytoplasmiques qui entouraient le noyau lysé. 

Ces faits sont rigoureusement superposables 4 ceux observes lorsqu’on fait agir 
un serum de L.E.A.D. sur des leucocytes normaux. Ni les surnageants de contréle. 
ni une solution témoin renfermant de 'ADN, de la désoxyribonucléase et du 
Mg’, a des concentrations identiques a celles de nos expériences, n'ont provoqué 
la formation de ces images caractéristiques. Nous avons remarqué que la présence 
de scrum normal frais était indispensable pour que les surnageants contenant 
l'anticorps anti-ADN, ainsi mis au contact de leucocytes normaux lavés, provo- 
quent le phenoméne L.E. Si des leucocytes normaux sont remis en suspension dans 
leur propre sérum préalablement inactivé par chauffage, les images caractéristiques 
ne se produisent pas. Ces constatations incitent 4 envisager le réle du complément. 
L’existence de modifications morphologiques profondes, dans le noyau sous 
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influence des serums L.E.A.D. et l'origine immunologique de ces modifications 
ne fait plus de doute. La théorie purement enzymatique de la dépolymérisation 
(KURNICK e7 a/., 1952a, b; KURNICK, 1953) proposée pour expliquer l"homogénéi- 
sation des noyaux n’est plus admise. Elle reposait essentiellement sur la _perte 
d’affinité pour le vert de méthyle, des noyaux traités. On sait, dans le cas présent, 
que le defaut de coloration par le vert de méthyle ne permet pas de conclure a 
la depolymerisation de !ADN: lexistence d'une incorporation de protéines 
etrangeres, bloquant les radicaux qui sont présumés fixer le vert de meéthyle, 
parait demontrée (GODMAN et Deitcu, 1957a, b; RirKInD et GopMAN, 1957). 
La consommation de complément par les noyaux en présence de sérum L.E.A.D. 
est un bon argument de l’existence d’une réaction antigéne-anticorps. La présence 
de y-globuline dans ces noyaux a été montrée et confirmée par de nombreux 
auteurs utilisant les techniques de fluorescence, et ceci trés récemment encore 
(BARDAWIL, Toy et BAYLEs, 1958) 

Cependant. l'accord n'est pas complet pour autant. La discussion reste ouverte 
quant aux structures chimiques intéressées par le ou les anticorps en cause 

Elle ne porte pas sur les rapports entre les globulines qui se fixent sur les noyaux 
et le facteur L.E., absorption du principe formateur de la cellule L.E. sur des 
noyaux isoles n'est discutée par personne. 

La discussion ne porte pas non plus sur la nature méme du facteur sérique 
precipitant avec | ADN. SELIGMANN (1958), DeICHER ef a/. (1959), ont bien discuté 
ce point. Les conditions dans lesquelles l’ADN précipite, le caractére immunologique 
des courbes de précipitation obtenues, le fait que le complément est fixé pendant 
ces reactions, permettent d’exclure la possibilité de réactions non spécifiques entre 
\DN et proteines en général. Cependant l’influence de la concentration en sels 
dans les reactions de précipitation est plus marquée qu’habituellement avec 
d'autres systemes antigéne-anticorps; il y aurait une importante participation de 
groupes charges dans la réaction ADN-facteur L.E.A.D. (Deicuer er a/., 1959). 
Ce facteur precipitant parait donc bien étre une y-globuline 

Ce sont les rapports entre le facteur précipitant l'ADN et le facteur responsable 
de la formation de la cellule L.E. qui sont encore controversés. Pourquoi” 

Nous avons rapporté plus haut les travaux de Friou et a/. (1958) d’ HOLBORROW 
et al. (1957) et de BARDAWIL et al. (1958). Les y-globulines sériques qu’on peut 
detecter avec des anticorps fluorescents sur des préparations cyto-histologiques 
traitees par le serum L.E.A.D., sont celles qui, dans la plupart des cas, provoquent 
la formation de la cellule L.E. Un traitement préalable des préparations par la 
desoxyribonucléease supprime cette fluorescence. Il résulte de ce traitement enzy- 
matique une perte d’affinite des noyaux pour les y-globulines L.E.A.D. Ces faits 
suggeraient l’existence de rapports étroits entre facteur inducteur L.E. et facteur 
precipitant ADN.* 


* Nous devons toutefois signaler des essais récents faits par AIisENBERG (1959) directement avec 
des y-globulines L.E.A.D. fluorescentes, et non plus avec des anti-y marquées comme dans le 
sandwich de Coons, utilisé par les auteurs précités. Il n'est pas parvenu a empécher, par la 
desoxyribonucléase, la fixation des y-globulines L.E.A.D. fluorescentes sur des noyaux: il n’est 
pas non plus parvenu a extraire par la désoxyribonucléase ces y-globulines fluorescentes préa- 
ablement fixees. Il a pu, par contre, extraire complétement par le NaCl 1M un complexe 


d°ADN, de protéines non histoniques et d’histone en faisant perdre ainsi au noyau sa fluorescence 
I! suggére alors que le facteur L.E. réagit avec la fraction protéinique non histonique plutét 
qu’avec TADN du novau 
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Lorsque nous avons relaté nos expériences avec SELIGMANN (SELIGMANN et 
ROBINEAUX, 1958) nous avons fait deux réserves: (a) certains sérums L.E.A.D. 
contiennent le facteur formateur de cellule L.E. et ne contiennent pas le facteur 
précipitant avec l'ADN;; (b) le phénoméne L.E. persiste dans les sérums L.E.A.D 
apres épuisement de l’anticorps précipitant de ces sérums avec l’ADN. Ce dernier 
point a été largement confirmé par d’autres auteurs (ROBBINS ef a/., 1957: HYMANs. 
1958). 

En fait, nous étions seuls jusqu’ici 4 obtenir a partir du précipité spécifique, un 
eluat susceptible d’induire le phénoméne L.E. Pour lever l’apparente contradiction 
de la seconde réserve, d'autres éluats ont été récemment testés provenant de huit 
nouveaux serums pathologiques—nous avons obtenu les mémes résultats: les 
précipités spécifiques contiennent le principe inducteur; ils en contiennent méme 
d’autant plus qu’on se trouve dans la zone d’équivalence. 

Nous venons d’apprendre qu’ HYMANS (1959) a, ces jours-ci, confirmé nos observa- 
tions, avec nos propres s¢rums mais un autre ADN. 

Ainsi donc, DeICHER ef al. (1959) pensent que le facteur précipitant lADN et 
le facteur inducteur de la cellule L.E. sont deux globulines séparées. Ils supposent 
que ce dernier réagit spécifiquement avec la nucléoprotéine nucléaire; la réaction 
exigerait ADN et histone pour se produire. 

Nous avons de notre cété (SELIGMANN et ROBINEAUX, 1958), de méme qu’ HYMANS, 
retrouvé une activité L.E. dans le précipité spécifique avec l'ADN, mais aussi 
dans le sérum L.E.A.D. épuisé par l ADN. Comment expliquer ces faits? 

DEICHER ef al. (1959) invoquent I’existence d’une faible réaction croisée entre le 
facteur formateur de cellule L.E. et l' ADN seul, ou encore d’une co-précipitation 
entre ces éléments. SELIGMANN (1958, 1959) suggére, sur des analogies, que la 
spécificité de l’anticorps antiprotéine non épuisé par l’ADN et inducteur de la 
cellule L.E. au méme titre que l’anticorps épuisé pourrait correspondre a un 
groupement situe entre ADN et protéine. Il invoque aussi: la possibilité d’anti- 
corps dirigés contre des groupements spécifiques différents de la molécule d’ ADN 
et l’existence de complexes antigéne-anticorps solubles passant dans le surnageant 
a partir du précipité spécifique sérum L.E.A.D.-ADN et susceptibles de jouer le 
role d’anticorps isolé au contact des protéines des noyaux leucocytaires réactifs. 
Cette hypothése serait conforme aux constatations de BoRDUAS et GRABAR (1953) 
sur le comportement de complexes solubles obtenus dans la zone d’excés d’antigéne 
dans la réaction d’hémagglutination. Il reste 4 la démontrer. 

La tendance actuelle est de considérer les anticorps anti-noyaux des sérums 
L.E.A.D comme multiples. Nous en avons déja parlé en rapportant plus haut les 
résultats de Rossins et a/. (1958). Ces faits ont été vus par d’autres, par MIESCHER 
(1958), HYMANS et KLEIN (1959) et par SELIGMANN (1959). Ce dernier observe: 
des précipitations entre sérum L.E. et nucléoprotéine alors que la réaction avec 
lADN est négative, et la persistance de réaction positive avec les nucléoprotéines 
apres absorption par TADN. 

KUNKEL ef al. (1959), enfin, auraient obtenu des réactions positives dans le 
L.E.A.D., mais aussi dans des maladies autres que le L.E.A.D., avec des substances 
extraites des noyaux, par les tampons, et dont le constituant actif n’est ni la nucléo- 
proteine, ni ADN, ni "histone. 
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L’existence de propriétés antigéniques des ADN et des désoxyribonucléoprotéines 
ne parait guere pouvoir étre discutée. Tous les faits empruntés a la pathologie que 
nous avons rapportes plaident dans ce sens. Il n'est pas dans notre propos de 
discuter de la place de ces anticorps dans le L.E.A.D., ni de leur signification du 
point de vue de la pathologie générale, nous renvoyons le lecteur 4 des mises au 
point recentes (KOURILSKY ef a/., 1958; RoBINEAUX et Vorsin, 1959; KourILsky, 
1959). Par contre nous devons essayer de comparer sur certains points ces anti- 
corps pathologiques aux anticorps expérimentaux dont nous avons parlé au début 
de l’expose. Ces derniers paraissent difficiles 4 obtenir, et les structures nucléaires 
semblent au total assez pauvrement antigéniques. A l’opposé, nous sommes 
frappes de la facilité avec laquelle les malades atteints de L.E.A.D. fabriquent des 
anticorps reagissant avec certains de leurs noyaux. 


On sait, bien sir, que ces malades fabriquent trés facilement des anticorps 
contre de multiples antigénes et l"hypothése d'une autosensibilisation contre 
certaines de leurs structures nucléaires doit étre retenue. Encore faut-il supposer 
des modifications suffisantes de ces structures qui leur feraient perdre leur specificite 
d'invididu tout en leur conservant leur spécificité d’organe, selon la théorie de 
formation des auto-anticorps (VoIsIN, 1956): l’organisme malade ne reconnaissant 
plus ces structures modifiées fabriquerait contre elles des anticorps. Ceux-ci 
pourraient ensuite reagir, non seulement contre les antigénes nucléaires inducteurs 
mais aussi contre des antigénes homologues ou hétérologues; nous avons vu que 
les anticorps du L.E.A.D. étaient hétéro-spécifiques et qu’en particulier, ils pou- 
vaient reagir contre de multiples ADN. C’est la un point qui est d’ailleurs en contra- 
diction avec les expériences de BLIx et a/. (1954) qui ont montré l’absence de 
reactivite des s¢rums expérimentaux anti-ADN, mis en présence d’ADN d’autre 
nature que l'ADN sensibilisant, ce qui tend 4 montrer une certaine spécificité du 
tissu d'origine de l'acide nucléique. Quoiqu’il en soit, si cette hypothése est la 
bonne, la nature des modifications nécessaires pour que la molécule devienne anti- 
genique reste mysterieuse. Dans cette autosensibilisation, l'antigéne pourrait 
d’ailleurs étre d’origine étrangére, il pourrait s’agir, comme le suggere SELIGMANN 
(1958) d’anticorps anti-ADN fabriqués par ces malades a l’occasion d’infections 
bacteriennes, streptococciques par exemple, et qui réagiraient avec  ADN de 
certains de leurs noyaux cellulaires, ! ADN nucléaire se comportant comme un 
haptene, c’est 4 dire comme une substance incapable d’entrainer A elle seule la 
formation d’anticorps mais susceptible de réagir avec un anticorps déja forme 


Ce ne sont la que des hypothéses 


Retenons comme pratiquement certaine, au cours du L.E.A.D., la formation 
d’anticorps multiples dirigés contre différentes structures chimiques du noyau, 
sans qu’on puisse dire sil s’agit de structures normales ou modifiées. Retenons 
l’existence probable d’anticorps expérimentaux obtenus avec des noyaux cellulaires, 
des nucléoprotéines et des ADN, sans oublier que les résultats formulés par les 
experiences systématiques faites dans ce domaine ne peuvent étre considérés 
comme decisifs et devraient étre repris. Les conclusions les plus importantes, 
celles de BLIx ef al. (1954) ne reposent pratiquement que sur une seule technique 
immunologique. Les essais de reproduction du phénoméne L.E. tentés par MIESCHER 
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avec des antisérums expérimentaux ne sont pas, a cause des techniques cytologiques 
utilisées, absolument convaincants. 

Bien entendu, la tache reste grande dans le domaine des anticorps pathologiques, 
anti-ADN en particulier, pour préciser la nature des déterminants antigéniques 
réactifs. Des travaux dans ce sens sont actuellement poursuivis (SELIGMANN, 
1959). Cependant, c’est sous l’angle de l’antigénicité des structures chimiques 
normales du noyau que le travail devrait étre maintenant essentiellement repris et 
continue. 


RESUME 


Ce travail se propose un double but: d’une part faire le point des travaux 
réalisés chez l'animal a l'aide de structures nucléaires ou de constituants nucléaires 


considérés comme antigénes; d’autre part reprendre, par comparaison avec ces 


travaux, ce que nous apporte l’etude de certains phénoménes sérologiques et 
cellulaires dans le “Lupus Erythémateux Aigu Disséminé” (L.E.A.D.). 

Il semble bien établi actuellement qu’il existe dans cette affection un ensemble 
de reactions immunologiques dans lesquelles les noyaux ou les constituants 


nucléaires représentent des antigenes. On deétecte en effet dans le sérum des malades 


les y-globulines qui leur correspondent et possédent les caractéres reconnus aux 
anticorps. 

On est frappe par le petit nombre et le caractére incomplet des travaux sur les 
immunserums experimentaux. Ils devraient étre repris 4 l'aide des techniques 


immunologiques précises dont nous disposons actuellement. Quoigu’il en soit, il 


semble qu’on ait effectivement obtenu expérimentalement des anticorps dirigés 
contre !ADN ou des noyaux, mais ils sont difficiles 4 obtenir, et l’'antigénicité des 
structures nucleaires semble faible. 


Dans le cas du L.E.A.D., il est intéressant de souligner les faits suivants: (a) le 


déroulement méme du phénoméne L.E. qui suit un processus bien particulier, 


ou la lyse nucléaire revét un aspect caractéristique qui semble conditionner 
rensemble du phénoméne; (b) la fixation incontestable d’une ou plusieurs sub- 


stances, fixant le complement, sur les noyaux qui seront le siége du phénoméne 
L.E. et le caractére d’opsonines spécifiques de ces substances; (c) l’obtention d’un 
précipite spécifique entre ADN et sérum L.E.A.D.; (d) le réle de la désoxyribo- 
nucléase, capable d’inhiber la fixation d’anticorps sur les noyaux traités et permet- 
tant l’élution d’un principe actif 4 partir d’un précipité spécifique ADN-sérum 
L.E.A.D.; (e) la multiplicité des anticorps anti-nucléaires, autres qu’anti-ADN, 
trouves dans le sérum des malades atteints de L.E.A.D; (f) le fait que, contraire- 
ment aux immunscrums expérimentaux, les sérums L.E.A.D. réagissent avec des 
ADN de sources trés variées. 


L’antigenicité de structures nucléaires, chimiquement bien définies, considérées 
d’un point de vue pathologique chez "homme ou expérimental chez l’animal, est 
trés probable mais nécessitera encore de nombreux travaux avant d’étre parfaite- 
ment connue et comprise. La comparaison des immunsérums, pathologiques ou 
expérimentaux, fait ressortir des divergences qui restent, pour l’instant, 
inexpliquées. 
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DISCUSSION 
P. ALEXANDER: Which is the isoelectric point of your globulin? 
R. Ropineaux: Pour répondre a la question de M. ALEXANDER concernant le 
pH auquel se font les précipitations spécifiques, je peux dire que les réactions de 
précipitation en gélose entre sérum L.E. et ADN, se font a un pH de 7 ou 8,2 selon 
le type de réaction utilisé. Récemment Detcuer et a/. ont discuté la question de la 
précipitation non spécifique entre protéines et ADN qui se fait 4 pH acide et ne se 
produit pas au-dessus de pH 7. 
A. DELAUNAY: 

(1) Dans les sérums de malades atteints de lupus érythémateux, quel élément 
distingue les cellules dont le noyau va étre phagocyté de celles qui vont phagocyter ? 
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(2) Observe-t-on des images comparables a celles qui sont montrées par votre 
film quand, in vitro, on ajoute par exemple 4 un sérum de lapin antileucocyte de 
cobaye des leucocytes de cobaye (e.g. phagocytose du seul noyau leucocytaire)? 

(3) Des noyaux cellulaires isolés sont-ils, en régle générale, aisément phago- 
cytes? 

R. ROBINEAUX 

(1) Un fait est connu: lorsqu’on fait agir des leucocytes vivants sur des prépara- 
tions de cellules mortes préalablement traitées par le sérum pathologique, on 
obtient un tres grand nombre de cellules L.E. Cette constatation est a l’origine 
d'une theorie selon laquelle seuls les noyaux des cellules mortes sont atteints par 
le facteur L.I 

Nous avons montré qu'il n’en était pas réellement ainsi puisque des cellules 
vivantes participant a la formation de rosettes peuvent étre au cours de la constitu- 
tion de ces elements, touchés par le facteur L.E. Pour expliquer que certains leu- 
cocytes seulement sont touches sans qu’on puisse décider d’ailleurs 4 l"examen 
d’une population de cellules, lesquelles seront atteintes, nous avons fait intervenir 
la notion de gradient de vitalité. Toutes les cellules ne sont pas au méme stade de 
leur existence, la population est hétérogéne, les plus A4gées d’entre elles sont assez 
vraisemblablement les plus fragiles. Il n'est pas exclu que leur perméabilité soit 
plus grande, traduisant un début d’altération non morphologiquement décelable 
Ces modifications de perméabilité seraient 4 leur maximum dans les cellules mortes 
Ceci cadre assez bien avec le caractére massif et brutal de la lyse qu’on observe 
dans les noyaux de cellules mortes quand on ajoute le sérum L.E. alors que les 
noyaux des cellules vivantes qui seront atteints présentent dans les mémes condi- 
tions, une lyse nucleaire bien plus progressive 

(2) Nous insistons longuement dans notre texte sur ce probléme. Notre étude 
dynamique nous a précisément permis de différencier complétement I’action des 
scrums L.E. de l'action des sérums antileucocytaires. Dans ce dernier cas, la 
sensibilisation est essenticllement cytoplasmique; on observe, ou bien une phago- 
cytose cellulaire suivie ultérieurement d'une lyse nucléaire dans la cellule phago- 
cytce ou bien si les sérums sont trés actifs des lésions cytoplasmiques et nucléaires 
evoluant parallelement avec éclatement du noyau qui se mélange au cytoplasme, la 
phagocytose peut intervenir ultéricurement sur cette masse nucleocytoplasmique 
indistincte. On n’observe jamais de phagocytose exclusive du noyau. 

(3) Nous n’avons pas une grande expérience personnelle de ce probleme. On 
observe assez facilement semble-t-il une phagocytose de noyaux isolés lorsqu’on 
met en presence des noyaux et un sérum normal hétérologue; nous ne pensons pas 
qu'il y ait de phagocytose notable quand les éléments en présence sont homologues 
ou autologues. Nous avons dit que des noyaux lysés de leucocytes humains traités 
par un serum L.E. donc homologue, n’étaient phagocytés qu’aprés des modifica- 
tions profondes. On ne doit pas oublier que dans le phénoméne L.E., la phago- 
cytose etroitement specifique d’une seule structure cellulaire, ne représente qu'un 
temps secondaire. Le temps primordial c’est incorporation de protéines étrangéres, 


probablement des y-globulines, au niveau du noyau qui acquiert de ce fait une 
morphologic et des propriétés physiques et chimiques nouvelles. 
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R. VENDRELY: M’excusant étre arrivé légérement en retard au début de exposé 
de M. Rosinavux, je le prie de me donner quelques précisions sur ce qu’il sait de la 
specificité de l’anticorps mis en évidence, vis-a-vis de nucléoprotéines ou d’ADN 
de provenances variées. 

R. Rosineaux: Ce point de la spécificité des anticorps dans les sérums L.E. a 
eté longuement discuté par les auteurs qui se sont occupés de cette question. Vous 
trouverez dans notre texte les faits qui plaident en faveur de cette spécificité. Je 
peux, toutefois, vous les résumer. En ce qui concerne l’anticorps anti-ADN:: la 
courbe de précipitation des sérums lupiques en présence d’ADN est de type im- 
munologique, rapidement croissante en excés d’anticorps, horizontale au point 
d’équivalence, lentement décroissante en excés d’antigéne; les anticorps précipi- 
tants sont épuisés par une faible quantité d’ADN: tout l"ADN est retrouve dans le 
précipité, dans la zone d’excés d’anticorps; la désoxyribonucléase, négative les 
reactions mais pas la trypsine. 

M. Errera: Connait-on le sort de l’ADN ainsi phagocyté? 

R. Ropineaux: Aucune expérience n’a, A ma connaissance. été faite qui per- 
mette de répondre 4 votre question. Les seuls renseignements qu’on pourrait 
donner, concernent |’évolution du noyau lysé dans la cellule L.E.: mais ils sont 
pauvres car nous n’avons pas fait porter notre étude sur ce point. L’évolution d’une 
cellule L.E. se fait vers la mort dans un délai assez rapide. Les noyaux phagocytés 
pourraient subir l’action des enzymes cytoplasmiques comme c’est le cas pour les 
bactéries. On peut en effet souvent observer autour des masses nucléaires phago- 
cytées, des formations claires en croissant. représentant sans doute une vacuole. 
Nous n’avons cependant jamais observé de disparition de la masse phagocytée, 
mais quelquefois sa recondensation en une masse réduite trés dense en contraste 
de phase. 

P. MANDEL: Quelle est l’origine de l’ADN ayant servi pour la réaction de 
precipitation ? 

R. ROBINEAUX: Les réactions de précipitation entre ADN et sérums lupiques ont 
été faites par mon collégue et ami, M. SELIGMANN. C’est l'ADN de thymus de 
veau isolé par M. Barsu, par la technique de SIGNER et SCHWARDER modifiée. 
qui a ete essentiellement utilisé pour l'étude du phénoméne inducteur de la cellule 
L.E. par l’anticorps précipitant avec l’ADN. D’autres ADN ont servi aux 
experiences, ils étaient de provenance trés variée (bactériophages, salmonelles, 
pneumocoques, leucocytes humains, hématies d’oiseau. sperme de truite) et ont 
permis de préciser le caractére hetérospécifique de l’anticorps precipitant avec 
l’ADN. Cette hétérospécificité avait été, rappelons-le décrite par MIESCHER avec 
des noyaux isolés 

J. TURCHINI. Je serais heureux d’avoir quelques précisions sur le mécanisme de 
l'action des ultra-sons que M. RoBINEAUX a utilisés. 

R. Ropineaux: Je n’ai pas étudié personnellement I’action des ultra-sons. Je 
n'ai fait que relater quelques observations de BLIX et a/. concernant l’antigénicité 
des ADN ultra-sonnés, qui disparait aprés ce traitement et des constatations de 
SELIGMANN montrant que l’ADN ultra-sonné réagit encore avec le facteur sérique 
precipitant. Cette constatation est d’ailleurs 4 rapprocher d’une autre observation 
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de BLIX ef a/. selon laquelle l'ADN ultra-sonné peut inhiber la fixation du comple- 
ment entre immunserums expérimentaux anti-ADN et ADN intact. 

Il semble donc que les ultra-sons suppriment I’antigénicité de l'ADN mais 
n’empéche pas la réactivité avec les antisérums correspondants pathologiques ou 
experimentaux. D’aprés des observations trés récentes de SELIGMANN et BARBI 
anticorps pathologique réagirait avec des chaines comprenant dix a cinquante 
nucleotides. 

Quant au meécanisme d'action des ultra-sons, je demanderai, 4 un physico- 
chimiste de l’assistance de répondre a ma place: je crois qu’il n’y a pas dénaturation. 

M. THomas: Les ultra-sons fragmentent les molécules d’ADN en segments qui, 
chacun, gardent leur structure secondaire en double hélice: il y a fragmentation 
sans dénaturation 

R. WEGMANN: Trouve-t-on des L.E.-cells également dans la sérosité des bulles 
de lupus? 

R. RoBINEAUX: Je ne saurais vous le dire, mais il n'est pas exclu, a priori, qu’elles 
y existent. Rappelons qu’on peut les provoquer avec d'autres exsudats, tels que les 
exsudats pleuraux qui contiennent le facteur L.E. 

R. WEGMANN: Je vous ai posé cette question parce que, il y a plusieurs années, 
nous avions constate un fait troublant qui pourrait étre en rapport avec de pareilles 
cellules, ou du moins avec leur antigénicité. Dans de la sérosité de bulles la dé- 
naturation se produisait trés facilement comme s'il existait un état latent de 
denaturation. Le simple étalement de la sérosité sur les prismes dénaturait irréver- 
siblement les protéines 4 moins que la dénaturation ait déja existé dans la sérosité 
du sujet vivant. Ce fait, démontré par spectrographie infra-rouge, n’a jamais pu 
etre retrouve dans d’autres cas, comme par exemple dans la maladie de Brocq 


Dihring ou encore dans de la sérosité de bulles dues a des brilures. voire méme 
d’une solution d’eau albumineuse. 
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DEFICIENCES DE L’ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE 
ET METABOLISME CELLULAIRE 


M. ERRERA et J. BRACHET 


Laboratoire de Morphologie animale, Université Libre de Bruxelles 


Abstract—THE present paper attempts to compare in different types of organisms 

how DNA deficiency (obtained by deprivation of an essential precursor, by irradia- 

tion or intoxication, or by total enucleation) can affect various cellular processes 
Energy-producing mechanisms. (a) Oxidative phosphorylations: mitochondria 


appear to act independently of the cell nucleus because neither u.v. irradiation 
(in bacteria), intoxication by nitrogen mustards in embryos or total enucleation 
in amoebae inhibit the formation of ATP even after long periods of time. One must, 
however, remember that a genetical control does exist, as demonstrated in yeasts by 
Epurussi (1953). The role of DNA in nuclear phosphorylations (Mirsky et al., 
1956) remains very puzzling, because DNA can be replaced by several unspecific 


polyelectrolytes. (b) Anaerobic phosphorylations, however seem to be much more 


dependent on nuclear function in the same types of cells; in anucleate amoebae, 


glycogenolysis is also inhibited. The role of the nucleus in these processes has, 
however, not been clarified; but, as certain stages of coenzyme I (DPN) synthesis 
take place in the nucleus, this synthesis might be closely correlated to DNA integrity. 

Ribonucleic acid and protein synthesis. It is known that the nucleolus is an 
important site of RNA metabolism and probably synthesis, and RNA could be 
formed in the nucleolar organizer or in the puffs one observes in certain bands of 
the chromosomes of larvae of diptera, where Ficg and PAvAN (1957) have shown 
an important RNA and protein metabolism besides active DNA synthesis. In the 
case of amoebae, the experiments of GoOLDsTEIN and PLAUT have demonstrated a 
migration of nuclear RNA into the cytoplasm; but, the fact that non-nucleated 
cytoplasm is still capable of incorporating low molecular precursors into RNA, 
despite a rapid loss of total RNA, demonstrates that cytoplasmic RNA is capable 
of being metabolized in the absence of a nucleus; and, in non-nucleated aceta- 
bularia, a net synthesis has even been observed under certain conditions. One is 
therefore led to postulate a certain degree of independency of cytoplasmic RNA 
metabolism, although the nucleus seems to control the maintenance of cytoplasmic 
RNA. Similar observations on protein synthesis have been made in acetabularia 
where |important increases of total protein and of certain enzymes have been 
observed during growth of the non-nucleated half. The non-nucleated halves are 
even still capable of cellular differentiation, but this is only possible for a certain 
time because, if they are kept in the dark for 2 or 3 weeks after enucleation, they 
lose their capacity of forming their differentiated cap. 

In micro-organisms, DNA can be destroyed by X-irradiation, but there is no 
immediate loss of the capacity to form induced enzymes; this has been clearly 
demonstrated by CHANTRENNE and Devereux (1958). Embryos containing abnormal 
DNA are capable of cleaving apparently normally and of incorporating high amounts 
of amino acids into their proteins, but they become incapable of differentiation. 

One is led to postulate a certain independency from the nucleus of RNA and 
protein synthesis and, in certain extreme cases, one has suggested that this indepen- 
dency might be total as in cytoplasmic heredity. 
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The complicated pathway by which genetic information proceeds before becoming 
expressed in the cytoplasm by the synthesis of specific constituents explains that the 
deficiency in DNA does not immediately stop specific protein synthesis; but, if 
DNA has been affected for some time (as in the case of the embryos containing 
abnormal DNA or acetabularia which has been kept in the dark), differentiation 
will no more be possible. 

Mitotic processes. In micro-organisms, a deficiency of DNA-forming pre- 
cursors arrests both nuclear and cytoplasmic divisions; but cell division can also be 
inhibited in conditions where {DNA synthesis appears to proceed normally, as in 
many irradiation experiments; and one knows of several instances of ‘cytoplasmic 
cleavage in enucleated embryos. One is therefore led to conclude that cell constitu- 
ents other than DNA also play an important part in controlling mitotic processes. 


L*uN des moyens expérimentaux dont on dispose pour tenter de débrouiller le 
mecanisme par lequel s’exprime, dans une cellule, l'information genetique portée 
par son acide desoxyribonucléique (ADN), est d’étudier celle-ci dans les conditions 
ou lon peut supposer que cet ADN a été altéré, ou méme totalement supprime. 


Nous nous proposons donc de rechercher de quelle maniére une telle déficience 
de TADN (provoquée par lirradiation, les antimétabolites, la carence d’un 
precurseur essentiel ou l’énucléation) peut affecter les diverses activités cellulaires: 
metabolisme energetique, synthéses d’acide ribonucléique (ARN) et de protéines, 


processus de mitoses et de différenciation. 


CARENCES METABOLIQUES 


L‘utilisation de souches bactériennes auxotrophes pour un précurseur specifique 
de !ADN (thymine, thymidine) a permis d’étudier les conséquences d’un arrét 
selectif de la synthése de I’ ADN. 

JEENER et JEENER (1952) et CoHEN (1957), BARNER et COHEN (1954), ont montré 
qu'une telle carence n’entraine nullement I'arrét de la synthése de ' ARN, ni des 
proteies chez Thermobacterium acidophilum ou Escherichia coli 15T~: au contraire. 
ces bacteries s‘allongent démesurément et la synthése de ARN et des proteéines 
est a peine ralentie (environ 80°, de la normale). Toutefois, la cytodiérése s’arréte 
(d’ou allongement) et cet arrét semble méme précéder l’arrét des divisions nucléaires. 

Toutefois, les cellules ainsi traitées se comportent normalement a bien des points 
de vue: elles continuent 4 pouvoir synthétiser des protéines nouvelles quand on 
induit leur synthese par addition au milieu de culture déficient en thymine, des 
metabolites nouveaux comme le xylose, le galactose, le nitrate: ils induisent respec- 
tivement la formation d’une isomerase, d'une §-galactosidase, d’une réductase qui 
leur permet d’utiliser le substrat nouveau. Ces bactéries déficientes peuvent s’infecter 
et du bacteriophage peut s’y multiplier en dépit de l'absence de thymine: le virus 
apporte peut-ctre a la bacterie le gene nécessaire, comme c’est le cas dans un simple 
phenomene de transformation; et la vitesse normale de multiplication du virus 
indique que d’autre part de nombreuses fonctions bactériennes sont restées 
intactes 

Cependant. le desequilibre de croissance des divers constituants cellulaires 
impose par la carence en thymine finit par étre fatal aux bactéries qui perdent 
progressivement et irreversiblement le pouvoir de se multiplier, méme si on les 
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étale sur un milieu non carencé. C’est bien le déséquilibre de croissance qui est en 
cause car si on choisit une souche bactérienne déficiente pour un acide aminé en 
plus de la thymine, la mortalité est considérablement diminuée et n’apparait que 
si on fournit l’acide aminé. COHEN a d’ailleurs observé que ce ne sont pas seulement 
les syntheses protéiques qui s’arrétent pendant la carence en acide aminé, mais 
aussi celle de TARN. 

Notons pour finir qu’une autre conséquence de la carence en thymine est l’aug- 
mentation du taux des mutations. KANAZIR notamment, a observé dans le cas de 
bactéries deficientes, non seulement en ce qui concerne la thymine, mais également 
dépendantes de la présence d’arginine ou d’uracile (ou des deux,) que le nombre 
de bacteries sujettes aux mutations réverses (vers l’indépendance vis-a-vis de 
luracile ou de l’arginine ou des deux) augmente considérablement. La carence en 
thymine provoquerait une certaine instabilité de TADN (bien que celui-ci ait 
conserve son poids moléculaire comme le montrent des experiences d’ultracentri- 
fugation). Cependant d’autres hypotheses que celles de mutations n’ont pas été 
formellement éliminées (BARNER ef a/., 1958, KANAZIR, 1959). 


AGENTS ANTIMITOTIQUES 


Parmi ces agents, les rayons X et u.v., les moutardes a l’azote, ont été abondam- 
ment utilisés dans de trés nombreuses expériences interessant une grande variéte 
d’espéces cellulaires: on a constaté un blocage assez sélectif du métabolisme de 
l’'ADN. Ce blocage n'est d’ailleurs pas définitif quand la dose est modérée et 
quand dans l’organisme considéré la synthése de l’ADN se fait pendant une 
période limitée du cycle cellulaire; lirradiation avant cette période est la plus 
efficace. On constate dans toutes ces expériences effectuées sur des bactéries 
(KERNER, 1953; KANAZIR et ErRRERA, 1956), sur des cellules d’ascite (FORSSBERG 
et KLern, 1954; CASPERSSON ef a/., 1958), sur des myeloblastes (LAJTHA, 1958), sur 
des pointes de racines (HOWARD et PeLc, 1953), que la synthése de PADN a ete 
bloquée; mais si on observe d’autre part les conséquences sur le metabolisme, il 
apparait que les synthéses de ARN et des proteéines sont a peine ralenties et que la 
masse cellulaire augmente et reste susceptible 4 l’infection (bacteriophage, virus), 
mais que la cytodiérése—comme dans le cas des bactéries déficientes—est bloquee 
ou retardee. 

L’augmentation de la masse cellulaire indique vraisemblablement que les sources 
d’énergie sont intactes. Dans le cas des E. coli irradiés aux u.v., il en est bien ainsi 
en aérobiose ou l'on trouve méme un excés d’ATP (adénosine triphosphate) par 
rapport aux témoins. En anaérobiose par contre, on observe une deficience en 
ATP au moment ou s’effectuera la reprise de la synthese de TADN (KANAZIR et 
ERRERA, 1956). 

La dissociation entre le métabolisme de l ADN et de ARN n’est malheureuse- 


ment pas aussi nette qu’on le voudrait et dans certains cas on peut noter également 
un certain ralentissement dans le métabolisme de 1 ARN comme celui que l'on 
observe chez E. coli irradié 4 l’u.v. et qui s’accompagne peut-étre d’une dissociation 
de certains ribonucléoprotéides (DRAKULIC, 1959). Quoi qu’il en soit, la synthese 
de protéines spécifiques reste possible et aprés irradiation X elle ne parait méme 
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pas diminuée bien qu'elle puisse subir un certain retard; les rayons u.v. auxquels 
les ribonucléoprotéides cytoplasmiques sont probablement plus sensibles, sont 
moins aptes a dissocier de maniére absolue les effets sur l' ADN et sur les synthéses 
de protéines spécifiques aussi nous bornerons-nous a discuter ce qui a été obtenu 


a l'aide des premiers types de rayons. 

Des doses de rayons X ne laissant se multiplier qu’un individu sur mille ou dix 
mille et qui bloquent totalement la synthése de l' ADN n’entrainent pas I’arrét des 
syntheses induites par des substrats nouveaux: maltose, galactose (BARON et al., 
1953; BRANDT et FREEMAN, 1951) qui induisent une maltosidase et une galactosidase, 
Oxygene gui induit apparition de catalase (CHANTRENNE et Devreux, 1958). Ce 
dernier cas a été particuli¢rement bien étudié: des levures du type mutant “petites 


colonies” cultivées préalablement en anaérobiose se mettent a synthétiser trés 


rapidement de la catalase quand brusquement on leur fournit de l’oxygéne et ceci 
méme quand la synthése de l'ADN est bloquée par 10° r de rayons X et que ’'ADN 
a ete altere au point de devenir susceptible 4 Ihydrolyse alcaline ménagée: la 


synthese de catalase est méme souvent supérieure a ce qu'elle est pour les témoins 


non irradi¢s. Si les levures sont, au cours de l’expérience, cultivées en présence 


d'un précurseur commun a l’ADN et 4 l'ARN, on constate que son incorporation 


dans ADN est fortement diminuée et n’augmente en tout cas pas si la culture 


est aeree, Mais Que par contre son incorporation dans ARN est considérablement 


augmentee, Ce qui montre un comportement comparable a ce que observe 


pour la synthése de enzyme (Tableau 1). 


TABLEAU |. ActiviTé* PAR RAPPORT AU TEMOIN ANAEROBIQUE NON 
IRRADIE (COL. 2) (EN ) D_APRES CHANTRENNE ET Devereux (1958) 


Non irradiée Irradiés (2 10°r) 


Non aéré Aere Non aere Aéreé 


atalase 100 200-400 125-280 195-550 
ARN 

ac. uridilique 100 114-300 145-145 175-400 
ac. cytidilique 100 138-340 134-185 175-375 
ADN 

thymine 100 150-320-350 2840-190 40-90-200 


* Les chiffres représentent les résultats de deux experiences extremes. 
* Incorporation d'uracile-2-"¢ 


De ces experiences et de celles citées précédemment on peut tirer les conclusions 


Suivantes: 
(1) L’arrét total de la synthése de ! ADN n’entraine pas l’arrét des synthéses de 

ARN, ni de celle de protéines méme spécifiques, bien que dans certains cas il y 

ait une léegére inhibition. Il est vraisemblable que, dans ces cellules, l'information 


genetique indispensable a déja été transmise au moment de l'irradiation, de 1 ADN a 
d'autres constituants cellulaires. La synthése induite d’enzyme dépend probable- 
ment d’organites cytoplasmiques dont les activités sont régies par des génes 


nucléaires. 
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(2) L’arrét de la synthése de l’ADN entraine un arrét de la division du noyau 
cellulaire ainsi que de la cytodiérése. Cette derniére n’est cependant pas uniquement 
sous controle nucléaire car des faibles doses d’u.v. n’arrétant pas la synthése de 
l’ADN peuvent néanmoins provoquer I’allongement des bactéries. 


DEVELOPPEMENT DE CELLULES EMBRYONNAIRES 

Consequences de l’altération des gamétes: l’irradiation ou l’'application de 
divers toxiques 4 des gameétes a permis d’étudier le devenir d’embryons provenant 
par exemple de la conjugaison d'un gaméte anormal avec un gaméte normal. 
Qu'il s’agisse dirradiation X ou u.v. ou d’intoxication 4 l'aide de poisons anti- 
mitotiques (moutardes a l’azote par exemple), ce traitement n’entrave pas la 
fécondation, mais provoque un certain retard dans la formation du premier sillon 
de segmentation, le rythme de formation des sillons suivants redevient normal 
et la segmentation se poursuit. Pour des doses suffisantes, la chromatine irradiée est 
complétement inactivée et elle s’élimine aprés la fécondation, et chez les espéces 
favorables, l’embryon pourra se différencier en une larve haploide, comme s’il y 
avait eu induction parthénogénétique. Mais pour des doses moindres, le développe- 
ment embryonnaire s’arréte invariablement au moment de la différenciation 
(HeRTWIG, 1911; DALCQ et Simon, 1932): la chromatine irradiée fusionne plus ou 
moins complétement avec la chromatine du gaméte normal, ce qui détermine 
néanmoins un noyau diploide aberrant, qui pourra se diviser plus ou moins 
réguli¢rement pendant toute la segmentation; cependant, les embryons dépassent 
rarement le stade blastula. Ce comportement offre de grandes analogies avec ce 
qui se passe dans le cas d’hybrides létaux obtenus, entre diverses espéces, chez les 
échinodermes ou les amphibiens (BRACHET, 1954a) et dans le cas d’oeufs fécondés 
par des spermatozoides intoxiqués aux moutardes a l’azote, ou la formation d’un 
zygote diploide est de régle. 

Les causes de l’arrét du développement ne sont pas claires, mais il semble peu 
probable qu’il soit da spécifiquement a l’arrét des mitoses qui se sont poursuivies 
pendant toute la segmentation. La segmentation peut d’ailleurs s’effectuer en 
l’'absence compléte de noyau, comme le démontrent une série d’observations sur 
les oeufs énucléés d’échinodermes ou d’amphibiens (BRACHET, 1957): l’analyse 
cytologique montre alors que les asters continuent 4 se diviser en l’absence de 
chromosomes et méme de fuseau. On obtient dans les cas les plus favorables des 
blastulas sans noyau: mais la différenciation est impossible, ce qui prouve une fois 
de plus qu'elle depend directement de l’intégrité nucléaire. L’analyse biochimique 
de ces blastulas bloquées nous permettra peut-étre de découvrir les éléments dont 
dépend la morphogeneése. I] n’est évidemment pas possible de comparer de maniére 
rigoureuse les résultats d’observations faites dans des conditions tellement diffé- 
rentes. Cependant, certains traits généraux méritent d’étre soulignés. 


Métabolisme énergétique 

Il existe peu de renseignements sur le métabolisme d’embryons provenant de la 
féecondation d’un gaméte normal par un gaméte anormal (homo- ou hétérologue, 
irradié, intoxiqué). Dans le cas des hybrides, les résultats sont trés variables et les 
cas ou l’on observe une inhibition de la respiration ne peuvent étre généralisés. 


i 
a5 
& 
ol. 
4 
960 4 
a 
| 
| 
| 


232 M. Errera et J. Bracner 
Excepté dans les embryons de grenouilles obtenus en fécondant des oecufs 
normaux par des spermatozoides intoxiqués aux moutardes a I’azote (BRACHET, 
1954b), on ne connait pas grand chose aux réserves d’ATP. Dans le cas des embryons 
letaux, la teneur en ATP reste normale en aérobiose et est méme sou, ent supérieure 
chez les blastulas bloquées comparées aux neurulas témoins du méme Age: de 
toute evidence, l'utilisation d’ATP est freinée dans ces cas. En anacrobiose pat 
contre, la teneur en ATP des hybrides diminue nettement plus rapidement que 
chez les embryons témoins (BARTH et JAEGER, 1947: BRACHET. 1954b) ce qui signifie 
peut-ctre que les meécanismes de la glycolyse, qui fournissent la majeure partie de 
ATP en l’absence d’oxygéne, sont inhibés. Ceci concorde avec les observations de 
GREGG (1948) et avec celles de JaeGER (1945) qui avaient observé deja une diminu- 


tion de la glycogénolyse dans des conditions analogues 


Métabolisme des acides nucléiques et des protéines 

La plupart des résultats viennent d’observations chez les hybrides létaux de 
grenouille (BRACHET, 1954b) chez lesquels furent faites des observations cyto- 
chimiques simultanément avec des mesures quantitatives. Chez ces embryons, de 
meme que chez ceux obtenus a l'aide de spermatozoides intoxiques aux moutardes 
a l'azote, la synthése de  ADN est fortement ralentie. ce qui ne setait pas observe 
quand les spermatozoides avaient été irradiés aux u.v.. du fait que dans ce cas on 
obtient, aux doses utilisées, des embryons haploides mais possédant environ deux 
fois plus de cellules que les témoins 

En ce qui concerne l’ARN, on a observé qu’au moment ot le développement se 
bloque, les hybrides Rana esculenta Rana fusca 3 ont la méme teneur en 
ARN que les témoins; mais alors que l'ARN continue A croitre chez CCUX-Cl, Sa 
synthese s’arréte chez les létaux en méme temps que s’arréte la morphogénése 
(STEINERT, 1951). Mais toute activité de cet ARN ne cesse pas pour autant, puisque 
des blastulas bloquées ont cependant incorpore une quantite plus que normale de 
=P dans leur ARN: la radioactivité specifique de cet acide est double par rapport 
a celle de l'ARN des témoins du méme age, ou la quantité d’ARN a presque 
doublé pendant cette méme période de différenciation. Ces resultats concordent 
d’ailleurs avec ceux de BODENSTEIN et KONDRITZER (1948) sur des embryons 
obtenus a l'aide de spermatozoides intoxiques 

En ce qui concerne la synthése des proteines, celle-ci a été étudiée en suivant 
incorporation glycocolle-1-"'C dans les groupes carboxyles des protéines: ici 
encore, l’incorporation est beaucoup plus considérable chez les hybrides que dans 
les embryons normaux mis en présence de Il’acide aminé radioactif au stade blastula 
(Tableau 2). Toutefois, ce métabolisme intense de ' ARN et des protéines des 
“hybrides” est anormal puisque la morphogeneése ne se fait pas et qu'il ne s’agit 
vraisemblablement pas de synthéses nettes de l’ ARN et des proteines: l'apparition 
des protéines spécifiques qui sont l’essence méme de la différenciation ne se fait plus 
parce que le traitement initial a l’ypérite a vraisemblablement bloqueé le transfert de 
l'information génétique des noyaux au cytoplasme, soit en altérant déja l' ADN des 
spermatozoides, soit en interférant avec sa synthése, ou en empéchant le transfert de 
information du noyau au cy toplasme. Le choix entre ces éventualités n'est actuelle- 


ment pas possible, mais il est remarquable de constater que le développement va 
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rarement plus loin que le stade o' KING et BricGs (1956) ont montré que s’opére 
la différenciation nucléaire dont la nature reste a préciser. 

L’observation de coupes d’embryons d’hybrides létaux (Rana esculenta 
Rana fusca 3) colorées au Feulgen ou au vert de méthyle-pyronine a montré 
qu’au moment ov la différenciation devrait s’amorcer apparaissent une série 
d’anomalies mitotiques (cinéses tricentriques par exemple) et une grande disparité 
dans l’aspect des noyaux dont certains deviennent excessivement riches en ARN 
tant en ce qui concerne leur suc nucléaire que leur nucléole—tandis que d'autres 
noyaux sans nucléoles paraissent plus riches en ADN. Les coupes d’hybrides Bufo 
vulgaris Rana fusca 3 et celles d’embryons obtenus a l'aide de spermatozoides 


intoxiques aux moutardes a |’azote sont tres semblables 


TABLEAU 2. COMPARAISON DU METABOLISME DES EMBRYONS LETAUX 


PAR RAPPORT AUX EMBRYONS NORMAUX DU MEME AGE* 


Blastula Gastrula Neurula Stade atteint 
lerjour 2éme jour jour par l’'embryon 


Consommation d’oxygene 

R. esculenta R. fusca + blastula 

Bufo vulgaris R. fusca blastula 

Rana (spz. intox. N,H) 0,001 12 a parfois neurula 
Pénétration **P 

R. esculenta R. fusca + 97 5 blastula 

Bufo vulgari R. fusca + 12 blastula 

Rana (spz. intox. N,H) 0,005 62 ,85 parfois neurula 
ARN 

Rana (spz. 0,005 ° 0,96 7 blastula 
Protéines glycocolle 


Rana (spz. NH) 0,005 blastula 


activite temoin - < 
* Les chiffres représentent le rapport “~~! (unités arbitraires) cf. BRacHeT (1954c) 


activité hybride 
Le cas de la différenciation des tissus dans les organismes adultes suit vraisem- 
blablement des modalités tout 4 fait identiques, mais dans ce cas, l’analyse est 


souvent plus complexe, car il est souvent trés difficile de faire la part des effets 
dus aux inhibitions mitotiques provoquées par le blocage de la synthése de 1 ADN 


et ceux dus plus spécifiquement a l’arrét de la différenciation a un stade ultérieur. A ce 


sujet, on peut prendre l’exemple de I’effet des rayons X sur la moelle osseuse des 
mammiféres: une dose létale, chez le rat, provoque trés rapidement un arrét des 
mitoses entrainant une déficience des leucocytes et des hématies. Mais on cons- 
tate neanmoins que, dans les heures qui suivent l’irradiation, la synthése d’héme 
et de globine (qui sont indépendantes I’une de l'autre) commencent par augmenter 
(si on l’etudie en suivant l'incorporation du glycocolle) pendant les 24 premiéres 
heures, alors que la synthése des deux types d’acides nucléiques est fortement 
inhibée (AprRams, 1951) 


ORGANISMES ENUCLEES 
L’un des moyens expérimentaux les plus simples dont on dispose pour étudier le 
meétabolisme cellulaire en l’absence de métabolisme de |'ADN est d’enlever le 
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noyau et de suivre les réactions cytoplasmiques qui en résultent. Dans ce cas. 
evidemment, c’est plutét le réle du noyau dans son ensemble que l’on étudie, 
plutot que celui du seul ADN. 

Deux types d’organismes ont été utilisés par l'un de nous (J.B.): l’'algue marine 
icetabularia mediterranea et Vamibe, que l'on peut facilement sectionner en une 
partie nuclé¢e et une partie anucléée. Il y a une différence essentielle entre ces deux 
organismes dont il faudra tenir compte pour l’interprétation des résultats: 
l'acetabularia est pourvue de chloroplastes et peut se nourrir par photosynthése 
meme en l’absence de noyau, tandis que l’amibe, qui ne prend comme toute nourri- 
ture que des micro-organismes, devient presqu’immédiatement incapable d’émettre 
des pseudopodes aprés l’ablation de son noyau et elle devra de ce fait étre étudiée 
dans des conditions de jeiine alimentaire. C’est ce qui explique que les demi amibes 
enucleees ne sont capables de survivre que pendant une quinzaine de jours aprés 
lenucléation (les moitiés nucléées ne survivent d’ailleurs que pendant 3 semaines). 

Les fragments anucléés d’acetabularia, par contre, continuent a grandir, peuvent 
regenerer et meme se différencier en formant leur “chapeau”. C’est sous celui-ci 
que viennent normalement se loger les cystes provenant de la division tardive de 
unique noyau situé pendant la majeure partie du cycle biologique dans l'un des 
rhizoides qui servent a fixer l'algue au fond de la mer). 

Comparons maintenant plus systématiquement ce qui se passe en ce qui concerne 


les div erses activites de ces deux organismes. 


Respiration, glycolyse et utilisation des réserves energetiques 

L'ablation du noyau ne modifie pas l’activité respiratoire des amibes, du moins 
pendant les 8 premiers jours de survie sans noyau apres ce moment, les fragments 
anuclé¢és commencent a se cytolyser et les résultats sont moins précis; il en est de 
meme chez l’acetabularia ou l'on constate, aprés la section en deux fragments, 
que l’activité respiratoire augmente en méme temps que s‘allonge le fragment, 


pendant au moins 9 semaines, méme dans le fragment anuclée, ou elle est cependant 


moins rapide que chez les témoins vers la fin de l’expérience. En ce qui concerne 
les reserves d’ATP nous n’envisagerons que l’amibe oi I’on trouve, en aérobiose. 
plutot un excés dans les fragments anucléés par rapport au temoin, ce qui refléte 
probablement que cette réserve d’énergie est moins bien utilisée en l'absence de 
noyau, car, comme nous le verrons, les mécanismes de synthéses sont fortement 
ralentis. Cette accumulation d’ATP a lieu en dépit du fait que l'un des premiers 
effets de l’énucléation est de diminuer trés considérablement lincorporation du 
phosphate inorganique, ce qui pourrait résulter de profondes altérations de la 
membrane cellulaire accompagnant l’incapacité qu’ont acquises les amibes anucléées 
de former des pseudopodes. 

En anaérobiose, on observe la situation inverse: les fragments anucléés perdent 
leur ATP beaucoup plus rapidement. L’ablation du noyau fait perdre au cyto- 
plasme sa capacité de maintenir son ATP en anaérobiose. Comme. en l’absence 
d’oxygene, l'ATP provient en majeure partie de la glycolyse, on peut se demander 
s1 cette derniére fonction n'est pas inhibée: on observe effectivement que la glyco- 
genolyse est trés lente ou nulle dans les fragments anucléés d’amibes et on continue 
a trouver d’abondantes réserves aprés plus d’une semaine alors que celles-ci 
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diminuent beaucoup plus rapidement dans les fragments nucléés; des dosages ont 
d’ailleurs montré que c’est environ trois jours aprés l’énucléation que les fragments 
anucléés perdent la propriété d’utiliser ce polysaccharide; ce résultat a été retrouvé 
par TARTAR (1956) chez le stentor. Remarquons en passant que les réserves de 
lipides sont également moins bien utilisées par les amibes anucléées. 

La raison de ces anomalies du comportement cytoplasmique aprés énucléation 
pourrait résider dans une deéficience en coenzyme, puisqu’il semble que d’aprés 
les résultats de HOGEBOOM et SCHNEIDER, le noyau soit l’un des sites essentiels de la 
synthése de coenzyme I (diphosphopyridine nucléotide DPN). A lheure actuelle, 
les dosages de COHEN (1956) et BALTUs (1956) concernant le taux en DPN des 
fragments anucléés sont contradictoires et il convient d’attendre la mise au point 
de techniques expérimentales plus sires pour pouvoir départager ces résultats. 

En ce qui concerne les réserves d’énergie chez l’acetabularia, la situation est fort 
difféerente du fait de la photosynthése, génératrice d’ATP, qui peut s’effectuer 
méme dans des chloroplastes isolés: il n’est donc pas étonnant de constater que, 
méme un mois aprés l’énucléation, la fixation de CO, n'est pas diminueée, de plus, 
le métabolisme de l’'amidon reste identique quelles que soient les conditions 
expérimentales (absence ou non de lumiére et d’oxygéne). Il est clair que les deux 
types d’organismes n’ont pas un comportement identique, ce qui indique de toute 
evidence que le contréle nucléaire sur les activités cytoplasmiques n'est pas 
nécessairement un phénoméne simple et qu'il peut se manifester fort différemment 
d’un organisme l'autre. 


Synthése d°ARN et de protéines 
La situation différe encore une fois entre l’amibe et l’acetabularia. Chez l’amibe, 
des observations cytochimiques et biochimiques montrent que les fragments 
anucléés perdent rapidement leur ARN qui n'est plus que d’environ 40°, de celui 
des témoins nucléés aprés 12 jours d’énucléation; cette méme période de jeine 
n’entraine d’ailleurs aucune perte d’ARN quand il y a un noyau. La structure 
méme du cytoplasme est altérée aprés énucléation: de fibrillaire, celui-ci devient 
finement granuleux quand il est fixé en milieu acide: ceci pourrait indiquer une 
altération des structures cytoplasmiques basophiles, ce que des observations 
préliminaires au microscope électronique semblent indiquer (BRACHET, 1959). 

Des observations autoradiographiques de Skreb-Guilcher ont montré que, dés 
le premier jour aprés |’énucléation, l’incorporation d’adénine-“C dans les poly- 
nucléotides est déja fortement diminuée par rapport a ce qu'elle est dans les frag- 
ments nucléés. Il existe donc un contréle nucléaire trés direct du métabolisme 
cytoplasmique de l'ARN, mais celui-ci ne semble pas étre complet puisque méme 
en l’'absence du noyau, l’adénine peut continuer a étre incorporée, mais a un 
moindre degré, dans |! ARN cytoplasmique (PLAUT et RusTApD, 1957; ERRERA 
et al., 1959). Les expériences de transplantations nucléaires de GOLDSTEIN et PLAUT 
(1955) avaient d’ailleurs montré l’existence d’un transfert de *P de du 
noyau vers le cytoplasme. 

L’intensité des synthéses protéiques, telles qu’on peut les suivre par l’incorpora- 
tion d’acides aminés (méthionine-*S, phénylalanine-“C, MAZIA et PRESCOTT, 
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1955; Ficg, 1956) diminue aussi dans les fragments anucléés, mais de facon moins 
que pour l’ARN. 

L’incorporation d’acides aminés dans les protéines, comme celle des bases 
puriques dans l’ARN, ne dépend donc pas exclusivement des fonctions nucléaires 
et peut s’effectuer en partie dans du cytoplasme isolé. 

Cependant, ce type d’expérience a l'inconvénient de ne pas rendre compte des 
variations absolues de protéines déterminées. Aussi le sort d’un certain nombre 
d’enzymes a été étudié chez l’'amibe aprés I’énucléation et on peut alors observer 
que divers types de protéines évoluent de maniére trés différente. Certains enzymes 
(protease, enolase, adenosine triphosphatase) ne changent pratiquement pas; la 
dipeptidase décroit pendant les 3 premiers jours consécutifs 4 l’énucléation tandis 
que la phosphatase acide et l’estérase disparaissent trés rapidement: a I"heure 
actuelle, il est difficilement possible de donner une interprétation satisfaisante a ces 
comportements tellement différents (BRACHET, 1957). 

Chez l’acetabularia per contre, nous avons vu que les fragments anucléés 
regenerent et peuvent méme encore se différencier—c’est qu’ils sont capables 
de former des quantités importantes de protéines nouvelles, et méme specifiques : 
il est donc important de préciser ce qui se passe quantitativement, tant en ce qui 
concerne les proteines que l’ARN 

L’évolution de ARN aprés I’énucléation chez l’acetabularia est encore con- 
ors que BRAcHET (1955) a observé que la synthése de 'ARN se 


troversee: a 
poursuit pendant au moins un mois aprés |’énucléation (la quantité d’ARN triple 
environ pendant cette période), NAora ef a/. (1959) n’ont pas observé un tel 
accroissement bien que les algues se soient différenciées. Cette discordance résulte 
vraisemblablement des conditions d’expérience car, dans un travail récent, NAORA 
et al. (1960) ont montré que si l'ARN ne varie pas, il y a néanmoins une synthese 
nette dans les chloroplastes et une diminution dans le reste du cytoplasme. $’il ya 
une formation importante de chloroplastes, on doit s’attendre a une augmentation 
importante de total 

On sait d’autre part que, chez l’acetabularia, le noyau contient un volumineux 
nucleole dans lequel les synthéses d’ARN sont trés intenses comme en temoignent 
les ctudes autoradiographiques: il est probable que ce nucléole déverse de l’ ARN 
dans le cytoplasme; s’il en était ainsi, il serait important de preciser si cet apport au 
cytoplasme, qui pourrait se faire plus ou moins précocement, a déja eu lieu au 
moment de la section de l’algue 

Ce qui, par contre, ne fait aucun doute est l’existence d'une accélération de la 
synthese protéique dans les premiéres semaines qui suivent la section. II est pro- 
bable que la tige anucléée dispose alors de réserves métaboliques fournies par la 
photosynthése, qui auraient normalement été utilisées dans le rhizoide. On constate 
d’ailleurs qu’en l’'absence de noyau, la morphogenése (formation de chapeaux) 
est plus rapide que chez I’algue normale, mais que ce processus dépend de l’illumi- 
nation (BETH, 1955). Ces observations ont été corroborées par des mesures de 
l'incorporation du “CO, dans les protéines des deux types de fragments: pendant 
deux semaines environ, !’énucléation n’influence pas ce processus; mais apres ce 
temps, la photosynthése des protéines diminue progressivement. Toutefois l’incor- 
poration du CO, dans les protéines des fragments anucléés continue encore 
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plusieurs semaines aprés la cessation de toute synthése nette. Outre la synthése 
de protéines de structure nécessaires 4 la régénération et 4 la morphogenése, on 
a pu montrer que divers enzymes, l’aldolase, la fructosidase, la phosphorylase 
continuent 4 augmenter aprés énucléation de l’algue tandis que la phosphatase 
acide diminue comme chez l’amibe (BALTUS, 1959; HAMMERLING ef al., 1959). 
Il est donc certain qu’en l’absence de noyau, des synthéses nettes de protéines 
spécifiques et d’acide nucléique peuvent encore se faire, bien que dans ce dernier 
cas, les conditions indispensables doivent encore étre précisées. 


CONCLUSIONS 

Comment, a la lumiére des données esquissées ci-dessus, peut-on se représenter 
le contrdle exercé par 1ADN et le noyau en général, sur le métabolisme du cyto- 
plasme? 

En ce qui concerne les processus de production d’énergie, considérons successive- 
ment les phénomeénes aérobiques et anacrobiques. 

Les oxydations cellulaires conduisant 4 la formation d’ATP en présence 
d’oxygéne se passent principalement dans les mitochondries; celles-ci paraissent 
jouir d’une grande autonomie vis-a-vis du noyau puisque ni l’irradiation chez les 
bactéries, ni les poisons mitotiques chez les embryons, ni l’énucléation totale, 
n’abaissent le taux respiratoire et la production d’ATP pendant des périodes 
prolongées aprés le traitement. Remarquons cependant qu’un contrdéle doit 
exister puisqu’on connait des mutations géniques qui entrainent des déficiences 
respiratoires, notamment chez la levure (EPHRUSsI, 1953). 

Il existe également des phosphorylations aérobiques propres au noyau cellulaire 
dont on connait encore mal la nature et la signification; mais les travaux de MIRSKY 
et al. (1956) ont montré qu’elles dépendent de l’intégritée de ADN. Le réle de 1 ADN 
dans ce processus est encore fort obscur; il peut en effet étre remplacé par un certain 
nombre de polyélectrolytes n’ayant aucune spécificité biologique! 

La glycolyse et les phosphorylations anaérobiques paraissent dépendre plus 
étroitement des fonctions nucléaires que la respiration des mitochondries. En effet. 
nous avons signalé des déficiences d’ATP, de la glycolyse anaérobique et de la 
glycogénolyse chez les bactéries irradiées, les hybrides letaux et les amibes énucléées. 
Le réle du noyau n’est pas encore elucide, mais on sait qu'il est le siége de certaines 
étapes importantes de la formation des coenzymes, intervenant dans la glycolyse. 
Des données expérimentales nouvelles sont encore nécessaires pour démontre! 
que c’est bien une deéficience de coenzymes que provoquent les divers traitements 
utilisés. 

Quoi qu'il en soit, la formation des mitochondries aussi bien que celle des 
coenzymes dépend, en fin de compte, de l’existence d’enzymes protéiques, dont il 
convient maintenant d’examiner l’origine. Le réle des acides nucléiques dans la 
formation des protéines ne fait plus aucun doute: une fraction cellulaire soluble 
et une fraction liée aux microsomes sont essentielles aux synthéses de protéines 
qui s’effectuent au niveau du reticulum endoplasmique. 

Il est peu probable que ce systéme soit le seul oi s’effectuent des synthéses pro- 
téiques: on peut notamment supposer que la petite quantité d’ ARN trouvée dans 
les mitochondries et dans les chloroplastes concourt a la formation des protéines 
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de ces organites, comme il est vraisemblable que les protéines liées aux chromosomes 
soient directement synthétisées avec l’intervention de leur ARN ou de leur ADN. 

De méme, le lieu de la formation de l’ARN reste encore A préciser: il s’en forme 
en quantite particuli¢rement abondante dans le noyau et surtout dans le nucléole. 
Est-il formé dans l’organisateur nucléolaire des chromosomes ou dans les ren- 
flements que présentent certaines bandes des chromosomes des larves de diptéres 
pendant leur développement et dans lesquelles Ficg et PAVAN (1957) ont pu 
demontrer 4 coté d'une synthése d’ADN, un important métabolisme ribonucléique 
et proteique ? 

L’origine nucléaire (nucléolaire?) d'une partie au moins de l’'ARN cytoplas- 
mique semble avoir été établie chez l'amibe. Les expériences de GOLDSTEIN et 
PLAUT (1955) qui ont transféré un noyau d’amibe dont l'ARN contient du ™P. 
dans un cytoplasme non radioactif, ont démontré le passage d’ARN vers le cyto- 
plasme, alors que l’inverse ne se produit pas. Mais le fait que du cytoplasme 
anucléée est capable d’incorporer des précurseurs de l' ARN montre que cet acide 
nucleique cytoplasmique est capable d’étre métabolisé en l'absence du noyau, et 
chez l’acetabularia, une synthése nette a pu étre démontrée dans certaines conditions 

On est ainsi amene a postuler une certaine indépendance, vis-a-vis du noyau, des 
mecanismes de synthese des acides ribonucléiques et des protéines; dans certains 
cas extremes, on a meme été conduit 4 supposer que cette indépendance pourrait 
etre totale ou presque, comme dans les cas d’hérédité cytoplasmique. Le trajet 
complique par lequel chemine, dans la plupart des cas, l'information génétique 
avant de s’exprimer sous la forme de synthéses spécifiques (dont la plupart ont 
probablement licu dans le cytoplasme) explique que la destruction de l’ADN 
d'une cellule n’entraine pas nécessairement l’arrét de synthéses de proteines 
nouvelles, comme c’est le cas des micro-organismes irradiés aux rayons X qui 
peuvent encore effectuer des synthéses induites, ou des tiges énucléées d’acétabu- 
laria encore capables de former un chapeau. Si l’altération de l' ADN a lieu de 
manicre tres précoce, comme chez les embryons anormaux, le développement 
s'arrétera non pas a cause de l’arrét des mécanismes généraux de synthéses ribo- 
nucléiques Ou protéiques nécessaires aux mitoses, mais parce qu’A ce moment la 
formation des constituants cellulaires nouveaux, caractérisant la différenciation 


des noyaux et la morphogenése, est devenue impossible. 


RESUME 

Le présent travail a pour but de comparer, chez différents organismes, les effets 
d'une déficience en ADN (obtenue par privation d’un précurseur essentiel, par 
irradiation, ou intoxication ou par énucléation totale) sur des activités cellulaires 
varices. 
Meécanismes producteurs d’ énergie 

(a) Phosphorylations oxydatives: les mitochondries paraissent trés autonomes 
vis-a-vis du noyau cellulaire parce que, ni l’irradiation par les rayons u.v. (pour les 
bactéries), l’intoxication d’embryons par la moutarde I’azote. ni l’énucléation 
totale chez l’'amibe, n’inhibent la formation d’ATP méme aprés de longues périodes. 
{| faut cependant se rappeler qu'un contréle génétique existe, comme cela a été 
démontré pour les levures par Epurussi (1953). Le réle de ’! ADN dans les phos- 
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phorylations nucléaires (MIRSKY ef a/., 1956) reste tres complexe parce que l ADN 
peut étre remplaceé par plusieurs polyelectrolytes non spécifiques. 

(b) Les phosphorylations anaérobiques, cependant, semblent dépendre beaucoup 
plus de la fonction nucléaire chez les mémes types cellulaires; chez l’'amibe anucléée, 
la glycogénolyse est aussi inhibée. Le réle du noyau, dans ces processus, n’a 
cependant pas été éclairci; mais comme certaines étapes de la synthése du coenzyme | 
(DPN) se produisent dans le noyau, cette synthese pourrait étre en corrélation 
étroite avec l’intégrité de !ADN. 


Acide ribonucléique et synthéses protéiques 

Il est bien connu que le nucléole est un important centre du métabolisme de 
l’ARN et probablement de sa synthése, et que l'ARN pourrait étre formé dans 
lorganisateur nucléolaire ou dans les renflements que |’on observe dans certaines 
bandes de chromosomes de larves de diptéres, ol Ficg et PAVAN (1957) ont montré 
un important métabolisme de l’ARN et des protéines 4 cété d'une active synthése 
d’ADN. Dans le cas de l’amibe, les expériences de GOLDSTEIN et PLAUT ont 
montré une migration d’ARN nucléaire dans le cytoplasme; mais le fait que les 
cytoplasmes non nucléés sont encore capables d’incorporer des précurseurs de 
faible poids moléculaire dans ARN malgré une perte rapide d’ARN total, 
démontre que l'ARN cytoplasmique est susceptible d’étre métabolisé en absence 
de noyau et, dans l’acetabularia non nucléée, une nette synthése a méme été 
observéee dans certaines conditions. 


On est ainsi amené a postuler un certain degré d’indépendance du métabolisme 
de ARN cytoplasmique, bien que le noyau semble contréler la maintenance de 
l’ARN cytoplasmique. Des observations semblables sur la synthése protéique ont 


été faites chez l’acetabularia ol des augmentations importantes des protéines totales 
et de certains enzymes ont été observées pendant la croissance de la moitié privée 
de noyau. Les moitiés anucléées sont méme encore capables de différenciation 
cellulaire mais cela n’est possible que pendant un certain temps parce que, si elles 
sont maintenues a l’obscurité pendant 2 4 3 semaines aprés énucléation, elles per- 
dent leur capacité de former leur “chapeau”’. 

Chez les micro-organismes, | ADN peut étre détruit par les rayons X mais il 
n’y a pas de perte immediate de la capacité de former des enzymes induits; cela a 
été clairement démontré par CHANTRENNE et Devreux (1958). Des embryons 
contenant de lADN anormal sont capables de clivage apparemment normal et 
d’incorporer de grandes quantités d’acides aminés dans leurs protéines, mais ils 
deviennent incapables de différenciation. 

On est amené a postuler une certaine indépendance vis-a-vis du noyau, de la 
synthése des protéines et de l’ ARN et, dans certains cas extrémes, on a suggéré 
que cette indépendance pourrait étre totale comme dans l’hérédité cytoplasmique. 

Le trajet compliqué par lequel l’information génétique chemine avant de 
s'exprimer dans le cytoplasme par la synthése de constituants spécifiques, 
explique pourquoi la déficience en ADN n/’arréte pas immédiatement la synthése 
des protéines spécifiques; mais si l’altération de l'ADN a lieu de maniére précoce 
(comme chez les embryons contenant de l’ADN anormal ou chez l’acetabularia 
aprés un séjour a l’obscurité), la différenciation ne sera plus possible. 
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Processus mitotiques 
Chez les micro-organismes, une déficience d’ADN formant des 


précurseurs 


arréte les divisions nucléaires et cytoplasmiques; mais la division cellulaire peut 
aussi étre inhibée dans des conditions ot la synthése d’-ADN semble normale, 
comme dans les expériences d’irradiation; et l'on connait plusieurs exemples de 
clivage cytoplasmique chez des embryons énucléés. On est ainsi amené a conclure 
que des constituants cellulaires autres que | ADN jouent aussi un rdle important 


dans le contrdéle de la mitose. 
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DISCUSSION 


R. VERCAUTEREN: 


glycolyse aérobie 


apres l’énucléation? Y a-t-il un 


(1) Comment varie le rapport 
glycolyse anaérobie 
effet Pasteur? 


2) Avez-vous suivi ATP-ase? 


M. ERRERA 

(1) On n’a pas mesure la glycolyse de maniére spécifique aprés énucléation de 
l'amibe; on a simplement observé que la respiration globale n’était pas modifiée 
pendant plusicurs jours mais que d’autre part les réserves glycogéniques qui sont 
consommees par l'amibe nucleee ne le sont plus ou le sont beaucoup moins aprés 
enucleation 

(2) Nous n’avons pas eu le temps pendant cet exposé de nous étendre sur le 
devenir de divers enzymes aprés énucléation de l’'amibe. Nous avons mentionné 
cette evolution dans le texte de la communication. En ce qui concerne l’adénosine 
triphosphatase, nous devons cependant ajouter les précisions suivantes: si cet 
enzyme ne semble pas se comporter différemment dans les moitiés nucléées et 
anucléées quand on détermine son activité de maniére globale, sa localisation 
cellulaire semble modifiée car sa composante superficielle liée 4 la membrane capable 
d*hydrolyser /ATP extracellulaire, diminue rapidement. Il est probable que ces 
modifications sont en relation étroite avec le perte de mobilité de l’'amibe qui 
s’observe deja quelques minutes aprés l’énucléation. 

R. WEGMANN: Que se passe-t-il avec les phosphorylases ? 

J. Bracnet: Je n'ai pu deéceler de phosphorylase dans les amibes avec les 
meéthodes dont je disposais. Utilisant des techniques plus raffinées, MATTEN- 
HEIMER vient de signaler que les amibes contiennent tous les enzymes de la glycolyse. 
Chez l'acetabularia, il se produit une synthése nette de phosphorylase en l’absence 
du noyau. L’enzyme semble étre, dans ce cas, accumulé dans les chloroplastes. 

Z. M. Baca: Dans le noyau d’acetabularia a la période de croissance végétative, 
a-t-on pu mettre en évidence la présence d’ADN? 

J. BRacnet: Les gametes et le zygote contiennent un noyau Feulgen-positif. 
Mais le gros noyau est Feulgen-négatif et n’incorpore pas de thymidine. On ne 
peut donc pas affirmer de fagon formelle que ce noyau contient de !ADN. II est 
probable que la trés petite quantite d ADN présente dans le zygote est diluée dans 
"enorme noyau de l’algue; il n’y a, en tous cas, pas de phénoménes d’endopoly- 
ploidie 

P. ALEXANDER: Is there any evidence for nuclear phosphorylation in the amoeba ? 

J. BRACcHET: Nous n’avons pas travaillé sur les noyaux isolés d’amibes et seule- 
ment sur les fragments nucléés; il n’a donc pas été possible de démontrer chez 
l’amibe les mécanismes mis en evidence dans le noyau des thymocytes par ALLFREY, 
Mirsky et Osawa et dans d’autres tissus a croissance rapide par OrD et STOCKEN. 
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